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Resumo

O uso de tratamentos cosméticos para transformacéao da cor, forma e textura dos
cabelos tém sido utilizados cada vez mais por consumidores no mundo todo. No Brasil,
alguns procedimentos necessitam de altas temperaturas associadas com alguns
ativos de transformacéao quimica, que altera estruturas especificas da fibra capilar.

Neste trabalho tivemos um enfoque na avaliacdo das alteracbes e
transformacdes causadas por um tipo de alisamento acido pouco explorado na
literatura, porém muito comercializado e utilizado pelos consumidores. Para isso,
foram investigados os efeitos da descoloragdo de fibras capilares bem como a
associacao desta com procedimentos de alisamento acido.

Mediante a combinagdo de diversas abordagens experimentais como
Espalhamentos de Raios X a [(Ultra Baixos Angulos (USAXS)), (Baixos Angulo
(SAXS)) e (Altos Angulo (WAXS))], Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC),
Microscopia Otica (MO) e Microscopia eletrénica de Varredura (MEV) diversos
resultados experimentais foram obtidos e correlacionados. Adicionalmente, mechas
foram também submetidas a experimentos in situ associando espalhamento de raios
X a processos de aquecimento controlado.

Estes experimentos tiveram como objetivo investigar em tempo real as
mudancas nas estruturas cristalinas das fibras capilares induzidas pela mudanca de
temperatura. Os resultados de espalhamento de raios X e DSC evidenciaram que o
alisamento acido promoveu alteragdes no cortex das fibras capilares, como a
desnaturacdo das cadeias de alfa-queratina, aumento da porosidade interna e
mudanca conformacional no complexo de membrana celular. As imagens de
microscopia Optica e eletronica de varredura mostraram alteragées importantes na
superficie da fibra, como o desprendimento das cuticulas.

Os resultados das medidas in situ mostraram que acima de aproximadamente
250°C, a parte interna das fibras derrete enquanto a cuticula permanece ainda intacta,
ou seja, o cortex € mais susceptivel a temperatura do que a cuticula. Sendo assim,
esta associagao de técnicas permitiu investigar e caracterizar de madeira inédita na
literatura as mudancas fisico-quimicas, estruturais, morfologicas e termodinéamicas
que ocorrem nas fibras por meio do processo de aquecimento associado as
transformacgdes quimicas da fibra capilar.

Palavras-chave: Cabelo humano; Estrutura; Alisamento quimico; SAXS






Abstract

The use of cosmetics treatments to transform the color, shape and texture of hair
has been increasingly used by consumers around the world. In Brazil, some
procedures require elevated temperatures associated with chemical transformation
active ingredients, which may alter specific structures of the hair fiber.

In this work we focused on the evaluation of changes and transformations caused
by a type of acid straightening that has been rarely explored in the literature but is
widely used by consumers worldwide. To this end, the effects of discoloration of hair
fibers were investigated, as well as its association with acid straightening procedures.

Through the combination of several experimental approaches such as X-ray
Scattering at [(Ultra-Small Angles Scattering (USAXS)), (Small-Angle Scattering
(SAXS)) and (Wide-Angle Scattering (WAXS))], Differential Scanning Calorimetry
(DSC), Optical Microscopy (OM) and Scanning Electron Microscopy (SEM) several
experimental results were obtained and correlated. Additionally, strands were also
subjected to in situ experiments associating X-ray scattering with controlled heating
processes. These experiments aimed to investigate in real time the changes in the
crystalline structures of hair fibers induced by temperature variations.

The results of X-ray scattering, and DSC showed that acid straightening
promoted changes in the cortex of hair fibers, such as denaturation of alpha-keratin
chains, increased internal porosity and conformational change in the cell membrane
complex. Optical and scanning electron microscopy images showed significant
changes on the fiber surface, such as the detachment of the cuticles.

The results of in situ measurements showed that above approximately 250°C,
the inner part of the fibers melts while the cuticle stays intact, showing that the cortex
is more susceptible to temperature than the cuticle. Therefore, the proposed
association of techniques allowed the investigation and characterization of the
physical-chemical, structural, morphological, and thermodynamic changes that occur
in the fibers through the heating process associated with the chemical transformations
of the hair fiber, providing unprecedented results in the literature.

Keywords: Human hair, Structure, Chemical straightening, SAXS
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1. Introducéao

Essa secao foi elaborada para orientar e guiar o leitor a compreender toda a
natureza e peculiaridade do cabelo humano, porque trata-se do material de

investigacao desta dissertagao.

O cabelo é constituido de trés camadas principais: cuticula, cértex e medula. A
cuticula constitui a superficie externa da fibra. O cortex corresponde a camada
intermediaria do cabelo, que abrange desde as macrofibrilas e microfibrilas ou
filamentos intermediarios, sendo a regido em que ocorrem a maioria das
transformacdes quimicas em geral. Ja a medula corresponde a parte interna da fibra
delimitada pelo cortex, o que dificulta sua identificagdo sem aplicacédo de tratamentos
especificos e instrumentos 6ticos apropriados, como microscopios eletrénicos de

varredura.

Dentro das células corticais estdo contidas as macrofibrilas formadas por
material amorfo rico em enxofre denominado complexo de membrana celular (CMC),
cujo interior € composto de microfibrilas dispostas em (a-queratina), constituidas por
quatro protofibrilas (tetré@meros), que confinam os aminoacidos da prépria (Figura 1)
(Robbins, 1988; Kreplak et al., 2001; Kreplak et al., 2004; Velasco et al., 2009).

A a-queratina trata-se da estrutura que define as propriedades mecéanicas do
cabelo como forga e elasticidade, caso ocorra alguma alteragdo em sua estrutura
molecular, a qual podera avaliar os efeitos de tratamentos cosmeéticos aplicados em
cabelos (Wortmann and Deutz, 1998).

Alguns desses procedimentos podem comprometer as propriedades mecanicas
das fibras capilares, como por exemplo: (I) procedimentos quimicos (descoloragao e
alisamento; (II) Modeladores térmicos (“prancha”). Estes tratamentos promovem nos
cabelos uma diminuigdo da resisténcia a tracdo, aumento de fragilidade e porosidade
que podem afetar a permeabilidade de agua na fibra capilar e em casos mais sérios,

levando a danos irreversiveis.

Na literatura ainda ndo ha consenso a respeito de como esses tratamentos
afetam as propriedades fisico-quimicas e estruturais dos cabelos, apesar do crescente

consumo desenfreado destes procedimentos cosméticos.
1



Para esta investigagcdo serdo utilizadas diversas técnicas experimentais, tais
como Espalhamento de Raios X a Ultra Baixo Angulo (USAXS), Baixo Angulo (SAXS)
e Alto Angulo (WAXS), Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), Microscopia
Optica (MO) e Microscopia de Varredura Eletrénica (MEV). A associacdo destas
metodologias experimentais possibilitou a verificagdo das alteragdes em toda a
estrutura capilar, incluindo cuticula e cértex, em particular no material cristalino dos

filamentos intermediarios (Fls) e na matriz amorfa do cabelo (CMC).

Como base de comparagdo caracteriza-se a fibra capilar virgem (VH) sem
tratamento (amostra padrdo), para em seguida compreender as agbes do
descolorimento e alisamento nas fibras: alisadas (SH), descoloridas (BH) e
alisadas/descoloridas (BSH), verificando com experimentos as mudangas estruturais,

termodinamicas e fisiolégicas das fibras em diversas escalas de tamanho.
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Figura 1 - A estrutura hierarquica do cabelo da cuticula aos aminoacidos. Imagem retirada de (Yang et
al., 2014; Richena, 2015) adaptada.

1.1 Cuticula

A cuticula é a camada mais externa da fibra capilar, formadas de células planas
sobrepostas (similares a escamas) que cercam a nucleo central da fibra (Figura 2).



Figura 2: Escamas de cuticula do cabelo humano. (A): Perto da ponta da raiz e perto do couro cabeludo.
Observe bordas de escala suaves. (B): Perto da ponta de outra fibra. Repare no desgaste das escamas
cuticulares. Imagem retirada de (Robbins, 1988).

Essas células sobrepostas dispdem-se paralelamente na extremidade da raiz de

modo periférico, cujo crescimento ocorre na diregao transversal do couro cabeludo.

Cada célula tem as seguintes dimensdes aproximadamente: 0,5 mm de altura, 5
pm de superficie exposta e com comprimento variavel entre 45 e 60 uym de

comprimento (Robbins, 1988).

Na extremidade da raiz perto do couro cabeludo (Figura 2A) a cuticula do cabelo
humano apresenta escamas lisas e ininterruptas. A sobreposi¢cao das células na borda
€ importante para auxiliar a permeabilidade (entrada e saida) de agua, portanto na
manutencao funcional e durabilidade da fibra.

Os dominios cuticulares sdo as regides mais vulneraveis do cabelo,
principalmente as intera¢gdes mecanicas, quimicas e fisicas que causam danos a
cuticula, devido a mecanismo de intemperismo ou efeitos de tratamentos térmicos e

cosméticos (Figura 2B).



1.2 Complexo da Membrana Celular (CMC)

O complexo da membrana celular trata-se de uma estrutura laminar composta
por camadas de proteinas e lipidios, cuja funcdo é promover conexdes intercelulares
entre as células da cuticula e cortex (Figura 3A).

A constituicdo do CMC é subdivida em duas camadas denominadas 0 e [3; a
camada & (Figura 3B) possui aproximadamente 15nm de espessura, cuja composi¢cao
€ de proteinas e polissacarideos idealmente. No entanto, existe uma discordancia na
literatura a respeito da presenca de glicoproteinas na camada 6, pois a propria
encontra-se disposta apenas em membranas, que apresentam uma caracteristica
adesiva entre revestimentos adjacentes. As camadas B (Figura 3B) possuem
aproximadamente entre 2,5 a 5,0nm de espessura, sendo constituidas principalmente
por lipideos (Richena, 2015; Lima et al., 2016).

A estruturacdo da CMC consiste em uma camada 0 intercalada por outras duas
camadas (3 adjacentes, denominadas interna e externa. A 3 interna encontra-se
préximo da regiao central do fio, ja B externa localiza-se perto da superficie cuticular.

A principal diferenga entre as camadas B interna e externa consiste no tipo de
lipidios que as compdem, uma vez que o revestimento 3 interno apresenta o lipidio
18-MEA ligado covalentemente a queratina do cabelo através das ligagdes tioester
(conforme representado pela regido tracejada em vermelho na Figura 3C), ao passo
que o revestimento B externo possui lipideos (palmiticos, estearicos, oleicos e outros)
unidos a queratina mediante as liga¢des éster e/ou amida (regido tracejada em azul
na Figura 3C), porém sem apresentar o lipidio 18-MEA (Richena, 2015).

Por fim, as camadas 3 externa adjacentes a cuticula interagem com a camada &
(central) através da parte apolar das cadeias lipidicas, mantendo-as unidas por
interagdes de van der Waals (Richena, 2015).

No cortex, as camadas B sdo formadas por lipideos livres, ndo covalentemente
ligados a queratina do cabelo. Esses lipideos sao acidos graxos, colesterol, sulfato de
colesterol e ceramida e formam bicamadas. No caso das camadas 3 entre a cuticula
e cortex, a B interna é formada por lipideos livres organizados em bicamadas como
no cortex, porém B externa é formada apenas por lipideos ligados, como na cuticula
(Richena, 2015).



Legenda FiguraB
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Figura 3: O complexo da membrana celular (CMC). (A) Regido da CMC para cuticula-cuticula do cabelo
humano. Imagem retirada e modificada de (Lima et al., 2016). (B) Modelo da CMC para cuticula-
cuticula. Imagem retirada e modificada de (E. Plowman et al., 2018). (C) A estrutura proposta da
cuticula-cuticula CMC do cabelo humano. Imagem retirada de (Richena, 2015) adaptada.

No apéndice b e ¢ sdo apresentados aspectos gerais de proteinas e lipidios para

dar suporte nesta dissertacao.

1.3 Cortex

O cértex contém a maior parte da massa da fibra capilar permeado por queratina
cristalina contida em uma matriz amorfa, que confere as caracteristicas mecanicas do
cabelo. As células corticais podem apresentar 1 a 6mm de espessura e 100um de
comprimento aproximadamente (Robbins, 1988), porém o respectivo autor comentou

nao existe um padrao sob essas dimensdes.

As células corticais sao formadas nas microfibrilas, as quais também estao
contidas nas macrofibrilas e desse modo obedecem ao mesmo sentido de
crescimento do cabelo, neste caso da raiz para a ponta. Dessa forma dentro de cada

macrofibrila existem algumas microfibrilas, que revestem as cadeias de a-queratina



em duplas hélices alinhadas paralelamente ao comprimento do fio (Cassia Comis
Wagner, 2006). Detalhes sdo mostrados nas Figura 4 e Figura 5.
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Figura 4: Modelo da estrutura da fibra capilar, ilustrando as subestruturas da cuticula e o cértex.
Imagem retirada de (1988; Richena, 2015).
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Figura 5: Micrografia eletrénica de varredura de um cabelo dividido mostrando detalhes da estrutura
cortical. Imagem retirada de (Robbins, 1988).
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1.4 Macrofibrilas

As macrofibrilas fusiformes possuem aproximadamente 0,1 a 0,4mm de largura
ou didmetro. Cada macrofibrila consiste em filamentos intermediarios originalmente
chamados de microfibrilas (unidades fibrilares altamente organizadas), e com uma
matriz menos organizada que envolvem os filamentos intermediarios (Robbins, 1988;
Yu et al.,, 2017). Uma imagem das macrofibrilas obtida através de microscopia

eletrénica de varredura ¢ ilustrada na Figura 6.

Figura 6: Micrografia eletronica de varredura de um aglomerado de macrofibrilas em uma célula cortical
de uma fibra capilar humana. Imagem retirada de (Robbins, 1988).

A matriz de macrofibrilas compreende a maior subunidade estrutural do cortex,
contendo uma alta concentragao de ligacdes dissulfeto e cistina, cujas interagdes
ocorrem de modo intracadeias. Este arranjo intracadeias pode aumentar de volume
quando irrigada com agua, o que causaria o inchago da matriz macrofibrilar (Robbins,
1988).



A estruturacdo das macrofibrilas apresenta um certo grau de organizagéo,
contudo ndo existe uma concordancia literaria que evidencie tal fato (Johnson and
Sikorski, 1962).

1.5 Microfibrilas e Filamentos Intermediarios (FIs)

As macrofibrilas sdo compostas por estruturas subfilamentosas denominadas de
filamentos intermediarios (Fls) ou microfibrilas (microfilamentos), dispostas em espiral

nas células corticais.

O raio de cada macrofibrila em espiral é 4.000A aproximadamente, sendo
constituida de microfibrilas, cujo diametro é proximo de 75A (Johnson and Sikorski,
1965).

Os filamentos intermediarios sao as estruturas filamentosas que possuem de 8
a 10nm de diametro aproximadamente (F. Carvalho and Maria Recco-Pimentel, 2013;
Alberts, 2015) compondo assim as microfibrilas. Os monémeros dos Fls sao proteinas
fibrosas que se associam formando uma malha altamente organizada e resistente a

estresses mecanicos.

A maioria dessas proteinas fibrosas encontra-se na forma polimerizada,
existindo apenas uma pequena quantidade livre no citoplasma. Isto ocorre porque,
uma vez sintetizados os monémeros tendem a se polimerizar imediatamente, dessa
forma os filamentos intermediarios sdo encontrados sempre na forma polimerizada
(Figura 7) (Alberts, 2015).

Todos os filamentos possuem uma estrutura basica comum com um segmento
central em a-hélice e por¢des globulares amino e carboxiterminais, como apresentado
na (Figura 7A).
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Figura 7: As proteinas dos filamentos intermediarios apresentam um padrdo comum, contendo uma
regido a-hélice central, flanqueados por porcdes globulares em cada extremidade (A). Essas proteinas
associam-se, de forma paralela, na formagéo de um dimero (B), que se caracteriza pelo enrolamento
das regibes em a-hélice, formando um “coiled-coil”. A associacdo dos dimeros em tetrameros (C)
ocorre de forma antiparalela e com uma defasagem entre elas. Os arranjos de ordens superiores (D e
E) sdo hipotéticos e levam a formacao do filamento intermediario, com 10nm de espessura. Imagem
retirada de (Alberts, 2015; F. Carvalho and Maria Recco-Pimentel, 2013).

O papel mecéanico dos filamentos intermediarios € decorrente de duas
propriedades principais: a alta resisténcia e a estabilidade mecanica. A primeira diz
respeito a capacidade de resistir a grandes forgas de tragdo sem se romper, enquanto
a segunda foi confirmada por experimentos que demonstraram que os filamentos
intermediarios se mantém estaveis apds tratamentos drasticos com solugdes
contendo detergentes ou altas concentragdes idnicas (F. Carvalho and Maria Recco-
Pimentel, 2013; Alberts, 2015; B. Reece et al., 2015).



Os filamentos contribuem para a formacdo dos anexos epidérmicos como
cabelos, unhas, chifres, cascos e pele que sdo basicamente compostos por
citoqueratinas de alta massa molecular. No caso do tecido epitelial, as citoqueratinas

sdo responsaveis pelas propriedades de regeneracéo e cicatrizagado da epiderme.

A organizacao exata dos filamentos intermediarios nas microfibrilas ainda esta
sendo investigada, embora existam diversos modelos que tentam compreender a

importancia desta unidade estrutural (Crewther et al., 1983) e (Fraser et al., 1988).

Estes trabalhos concluiram que os filamentos intermediarios possuem arranjos
precisos de proteinas com baixo teor de enxofre, contendo se¢des curtas de proteinas
alfa-helicoidais em formacgao espiralada, mostrando uma unidade de repetigcao

heptadecagonal (poligono de 17 lados).

As subunidades que constituem os filamentos intermediarios das fibras capilares
sao cadeias polipeptidicas de proteinas. As secdes enroladas ou helicoidais dessas
cadeias proteicas possuem 9,8A de didmetro aproximadamente (Figura 8A). Ja a
modelagem estrutural em hélice alfa (Figura 8B) foi proposta pela primeira vez por
(Pauling and Corey, 1951, 1954).
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Diametro da a-hélice

Figura 8: (A) Estrutura de uma alfa-hélice proposta por Pauling e Corey. Imagem retirada de (Sharma
and Kumar, 2019) adaptada. (B) Modelo molecular de uma a-hélice. Imagem retirada de (Robbins,
1988).
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Pauling e Corey foram os pioneiros na caracterizacdo da a-hélice de fibras
queratinizadas nao esticadas através da difragdo de raios X (a partir dos trabalhos de
(Astbury et al., 1932)). Os dados obtidos pelos autores (Pauling e Corey) demonstram

algumas distancias estruturais préprias da a-hélice:

1. A distancia entre os centros da a-hélice em 9,8A aproximadamente (Figura

8A), corresponde ao diametro desta estrutura.

2. A distancia em 5,1A aproximadamente corresponde ao espaco de repeti¢éo
para o enrolamento da cadeia de aminoacidos, que torna a a-hélice enrolada (Figura
8A e Figura 8B) ja o espacamento em 1,5A corresponde a distancia entre cada

aminoacido da a-hélice (Figura 8B).

1.6 Medula

As células medulares séo esféricas, ocas por dentro e unidas por uma membrana
celular compactada (Figura 9). Durante o crescimento, as células medulares deixam
uma série de vacuolos ao longo do eixo da fibra, cuja contribuicao é insignificante para

as propriedades quimicas e mecanicas das fibras do cabelo humano (Mercer, 1965).

Estudo da medula capilar € complicado, devido a dificuldade de separar as
células medulares das corticais, sendo constituidas de pequenas quantidades de
hidroxiaminoacidos e grandes quantidades de aminoacidos basicos e acidos. Isso
sugere que a medula € menos sensivel com reagentes redutores (Robbins, 1988;
Mercer, 1965).

Deve-se considerar que a medula localiza-se no nucleo da fibra a qual é
protegida tanto pelo cuticula quanto cértex, neste caso toda nutricdo e transporte de

agua das células medulares dependem do cértex e cuticula (Robbins, 1988).

O baixo teor de cistina da proteina medular € consistente com seu baixo teor de
enxofre (Consden et al., 1944). Algumas comparagdes interessantes das trés regides
morfolégicas do cabelo humano podem ser feitas, entre as grandes diferengas esta o
fato de que a cuticula tem um teor de cistina ainda maior do que a fibra inteira e a

medula tém apenas vestigios de cistina.
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Figura 9: Micrografia eletrdnica de varredura ilustrando a forma de uma esfera oca estruturas da
medula. Imagem retirada de (Robbins, 1988).

1.7 Descoloracao/Clareamento

O procedimento de descoloragao trata-se de clarear ou descolorir o cabelo de
tonalidade escura e aspecto opaco, transformando-o para um cabelo de coloragao
clara e aparéncia sedosa. Dessa forma esse processo modifica toda a disposicéo e
concentragao dos pigmentos de melanina da fibra capilar natural, essa alteragdo no
aspecto fisioldgico da fibra possibilita a graduagéo do clareamento ou descolorimento

em diferentes escalas.

Na pratica o clareamento dos cabelos é feito pela oxidagdo dos pigmentos de
melanina, esse procedimento pode ser extremado até a eliminagao total da melanina,
sendo que neste caso ocorre a despolimerizagdo, dando origem a derivados
carboxilatos que sédo soluveis em ambiente alcalino e podem ser eliminados por

enxague.

A natureza e o conteudo relativo dos derivados gerados pelo meio oxidativo

alcalino dependem diretamente do grau de clareamento do cabelo (Claude and John,
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2005), que propicia diversas reagdes controversas na fibra capilar desde a perda das
propriedades mecanicas dos filamentos intermediarios (Fls), aumento da solubilidade
alcalina através da criacdo de grupos &cidos livres, aumento da porosidade na
cuticula, alteragdo na permeabilidade de agua e modificagdo das propriedades
superficiais (Claude and John, 2005).

1.8 Alisamento

O procedimento de alisamento da fibra baseia-se na deformagédo do cabelo,
através da aplicagao dos alisantes (produtos): alcalino ou acido em associagao com
alisante térmico (“prancha” ou “chapinha”), proporcionando assim uma transformagéo
duradoura para diversos tipos de cabelos (liso, ondulado, cacheado ou crespo), cujas
implicagbes sado as quebras das ligagcdes dissulfeto, rearranjo conformacional da a-
hélice para B-hélice, plastificacdo da fibra de modo irreversivel e desestabilizacao
mecanica e estrutural dos fios tornando-os quebradico e fragil (Claude and John,
2005).

A escolha dos alisantes basico (alcalino) ou acido acarreta uma determinada
reagao no cabelo. Os produtos de carater basico agem na degradacao das ligacoes
dissulfeto da queratina, com o uso de agentes quimicos a base de hidroxido de sddio
e potassio, cujo pH igual a 13 potencializa a abertura das cuticulas e penetragdo do

aditivo no interior da fibra capilar (Alessandra, 2019).

No caso de aditivos acidos com pH igual ou menor 2 € necessaria uma maior
atencdo, pois quanto menor o pH do produto maior sera as implicagbes nocivas ao
usuario. No Brasil, por exemplo, o unico alisante acido permitido para comercializagao
€ o INCI name Glyoxyloyl Carbocysteine e Glyoxyloyl Keratin Amino Acids (acido

glioxilico) de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

A ANVISA recomendou um estudo mais detalhado para a producio de alisantes
acidos com pH abaixo de 2, pois deseja-se compreender os reais riscos e cuidados
que devem ser tomados para manipulagdo e comercializagdo destes produtos
(Alessandra, 2019).

13



No apéndice a é apresentado aspecto geral do potencial Hidrogeniénico (pH)

para dar suporte nesta dissertacao.

2.

Objetivos

As metas principais deste projeto foram:

VI.

VII.

VIII.

Conhecer, manusear e correlacionar os métodos experimentais de
Espalhamento de Raios X & (Ultra Baixo Angulo (USAXS), Baixo Angulo
(SAXS) e Alto Angulos (WAXS)) e Difracdo de Raios X, Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC), Microscopia Otica (MO) e Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV).

Caracterizar as fibras capilares virgens através dos métodos de
USAXS/SAXS/WAXS e Difracédo de Raios X, DSC, MO e MEV.

Coletar e analisar os dados de espalhamento e difragdo de raios X para
fibras capilares orientadas.

Aplicar o procedimento para as integracdes de imagens de espalhamento e
difracdo de raios X. Através de integragdes radiais e azimutais de imagens
anisotropicas e o tratamento destes dados.

Avaliar as alteracdes nos constituintes estruturais (CMC e FIs) das fibras
capilares virgens quando submetida aos tratamentos cosmético e térmico.

Elaborar uma metodologia para calibracdo e limpeza do DSC-60
(Shimadzu) para amostra de fibras capilares.

Aplicar o método DSC para caracterizar as alteragées da a-queratina no
processo de desnaturacdo das fibras capilares: Virgens (CV ou VH),
Alisadas (CA ou SH), Descoloridas (CD ou BH), Alisados e Descoloridos
(CAD ou BSH) mediante a avalicdo dos parametros temperatura (Tp) e
entalpia (AHp) de desnaturacao.

Correlacionar dados estruturais de SAXS com os termodinamicos de DSC.
Avaliar preliminarmente as alteracdes superficiais das fibras através da MO
e MEV.
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3. Materiais e Preparos

3.1 Materiais — Fibras Capilares

As mechas de cabelo caucasiano, castanho-escuro utilizadas foram obtidas
junto a empresa De Meo Brothers® (NY-EUA), a qual certificou a procedéncia do
cabelo padréao fornecido como uma blenda de fios idénticos de mesmos individuos
com caracteristicas étnicas semelhantes, garantindo a representatividade e
reprodutibilidade dos dados, possibilitando a comparagao dos dados obtidos com a
literatura.

As 24 mechas de cabelo possuem cerca de 20 cm de comprimento e 3,0 g, as
quais foram submetidas aos seguintes procedimentos: (a) descoloragdo, (b)

alisamento e (c) descoloragao seguida de alisamento.

A solucao alisante (Figura 10) foi preparada através da emulsdo de bases
alisantes e ativos (em uma mistura contendo acido glioxilico (INCI name Glyoxyloyl
Carbocysteine e Glyoxyloyl Keratin Amino Acids) na concentragao de 15%; produzindo
uma solugdo com pH = 1,0 que foi estabilizada através da aplicagao do acido citrico

ou trietanolamina, respectivamente (Alessandra, 2019).

4. MATERIAL E METODOS

Tabela 1. Descrigdo da formulagdo com as fungdes de cada componente.

Nome (INCI) Fungdo Parte na
emulsédo
Aqua [ Veiculo | Base
Behentrimonium | Cera auto-emulsificante/ | Base
Methosulfate (and) Cetearyl auto espessante
Alcohol, | |
Cyclopentasiloxane (and) Silicone Base

Dimethiconol (and)
Dimethicone crosspolymer |

Glyoxyloyl Carbocysteine Alisante | 'Composto
and Glyoxyloyl Keratin ’
Amino Acids alisante
Isopropyl Palmitate | Emoliente | Base
PEG-90M Agente lubrificante Base
Polyqua ternium-67 | Polimero p/ redugéo de volume do Base

cabelo/ lubrificante e promove
deposicdo de ativos insollveis

Shea Butter Amidopropryl | Emulsificante Base
__Trimonium Chloride | o . |
Shea Butter Cetyl Esters Emulsificante/emoliente Base

Legenda: INCI International Nomenclature of Cosmetic Ingredient

Figura 10: Formulacao do alisante. Imagem retirada de (Alessandra, 2019) adaptada.
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3.2 Preparacao para lavagem das mechas

As mechas foram inicialmente lavadas com &agua morna por 10s e
posteriormente, lavadas com a dispersao de lauril éter sulfato de sédio a 10% p/v por
60s e enxaguadas por 30s; apds secagem em temperatura ambiente, os cabelos
foram distribuidos em 4 grupos: virgens (V), descoloridas (CD ou BH), alisados (CA
ou SH) e descoloridas e alisadas (CDA ou BSH).

3.3 Procedimento para Descoloracéo/Clareamento

O clareamento foi realizado com uma preparacdo comercial contendo uma
solugdo alcalina de peréxido de hidrogénio e persulfato de aménio, aplicado por 30
min em temperatura ambiente. Todo o procedimento seguiu as instru¢gdes de uso do

rotulo do fabricante.

3.4 Procedimento para Alisamento

O produto foi aplicado nas mechas de acordo com o procedimento padronizado,
com auxilio de um pincel e penteadas até que todas as fibras capilares estivessem
em contato com a formulagdo, em seguida as mechas permaneceram em repouso por
20 min (Alessandra, 2019).

Apoés aplicagdo do procedimento, as mechas foram secas por meio de um
alisante térmico (“chapinha”) secador de cabelos e entdo, aplicou-se o modelador
térmico no caso a piastra, por 10 vezes em toda a extensao da mecha. Apds, as
préprias foram lavadas por 60 segundos com agua morna, removeu se 0 excesso de

agua e foram dispostas para secarem naturalmente (Alessandra, 2019).

Apos os tratamentos de transformacéo quimica, as mechas foram separadas

(Figura 11) e submetidas as técnicas de caracterizagdo nas proximas sessoes.
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Figura 11: Mechas de cabelo dos grupos (VH) virgens; (BH) descoloridas; (SH) alisadas e (BSH)
descoloridas e alisadas.

3.5 Preparacdo das portas amostras para SAXS, DSC,
MO e MEV

Todas as medidas e analises das amostras de cabelo em USAXS/SAXS/WAXS
(Figura 12), DSC (Figura 13), Microscopia Otica (Figura 14) e Microscopia de
Varredura Eletrénica (Figura 15) necessitaram de portas amostras adequadas, com o
objetivo de priorizar a precisao nos resultados e obter uma maior reprodutibilidade e

representatividade.

A Figura 12A apresenta o porta amostra de cabelo para as medidas de
USAXS/SAXS/WAXS, o qual é preenchido com 30 fibras capilares virgens (VH)
aproximadamente. Contudo, apenas as fibras que estdo expostas no orificio da placa
metalica do porta amostra serao irradiadas. A Figura 12B ilustra a disposi¢do das
mechas no porta amostra, note que todas as fibras permaneceram alinhadas vertical
durante o experimento, perpendicular a diregcdo de propagacao do feixe de raios X.
Esse procedimento foi analogo para os demais cabelos: alisadas (CA ou SH),
descoloridas (CD ou BH) e alisadas/descoloridas (CAD ou BSH).
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Figura 12: (A) Preparacéo das fibras capilares virgens no porta amostra de USAXS/SAXS/WAXS. (B)
llustra a disposicao das fibras no porta amostra.

As medidas térmicas foram realizadas no equipamento de DSC-60 (Shimadzu)

a seco mediante a utilizagao do porta amostra (Figura 13) denominado cadinho aberto.

Note que, esta imagem (Figura 13A e Figura 13B) apresenta um cadinho aberto
(tampa e panela, respectivamente) de Aluminio preenchido com cerca de 30
fragmentos de cabelo virgem (CV ou VH) com 3mm de comprimento
aproximadamente, produzindo 2,5mg de massa capilar virgem apenas,
desconsiderando a massa da panela e tampa. Esse procedimento foi analogo para os
demais cabelos: alisadas (CA ou SH), descoloridas (CD ou BH) e
alisadas/descoloridas (CAD ou BSH).

Figura 13: Porta amostra (cadinho aberto) para DSC. (A) Tampa do cadinho. (B) Disposi¢éo das
amostras de cabelo (s6lida) no cadinho (panela) para DSC.

As medidas oticas foram realizadas no microscopio 6ptico Leica modelo DM RX
através da utilizagdo de quatros laminas de microscopia 6tica denominadas virgens
(CV ou VH), alisadas (CA ou SH), descoloridas (CD ou BH) e alisadas/descoloridas

(CAD ou BSH) (Figura 14).
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Note que, esta imagem apresenta as laminas contendo 5 fibras alinhadas na
horizontal para analisar as mudancas superficiais sofridas por cada uma das mechas,

apos os tratamentos cosmeéticos.

Figura 14: Laminas com amostras de cabelo: virgens (CV ou VH), alisadas (CA ou SH), descoloridas
(CD ou BH) e alisadas/descoloridas (CAD ou BSH) para Microscopia Otica (MO).

AFigura 15 apresenta a colocagao das amostras de cabelos virgens (CV ou VH),
alisadas (CA ou SH), descoloridas (CD ou BH) e alisadas/descoloridas (CAD ou BSH)
sobre as fitas aderentes de cobre. A identificacdo e arranjo de cada fibra no porta
amostra dependeu do formato geométrico de fita, ou seja, o retangulo correspondeu
ao (CV ou VH), o trapézio retangulo correspondeu ao (CA ou SH), o trapézio
correspondeu ao (CAD ou BSH) e o quadrado correspondeu ao descoloridas (CD ou
BH) respectivamente. A finalidade foi investigar as alteragbes superficiais da cuticula

de cada mecha. Nesta imagem (Figura 15) as fibras capilares estavam em 25°C.

Figura 15: Colocagdo das amostras de cabelo: VH (virgens), SH (alisadas), BH (descoloridas) e BSH
(alisadas/descoloridas) sob para Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).
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As coletas de USAXS/SAXS/WAXS, DSC e MO foram realizados nos
laboratorios do Grupo de Fluidos Complexos (GFCx) no IFUSP, enquanto o MEV foi

efetuado no Laboratorio de Microscopia e Microanalise (LMM) no IPEN.

4, Métodos Experimentais

4.1 Microscopia Otica (MO)

Um microscépio de luz (Figura 16) € um instrumento optico que usa luz visivel
para produzir uma imagem ampliada de um objeto (ou espécime) que é projetada na
retina do olho ou em um dispositivo de imagem. Sendo constituida por duas lentes, a
lente objetiva e a ocular, as quais produzem uma ampliagéo final da imagem que se
deseja observar (Murphy and Dawson, 2001; Mertz, 2019; Dharmagat Bhattarai and
Rawat, 2021).

Os componentes mais importantes do microscopio para a formagao da imagem:
(1) a lente objetiva, que coleta a luz difratada pela amostra e forma uma imagem real
ampliada no plano da imagem intermediaria real perto das oculares (Figura 16), e (2)
o condensador lente, que focaliza a luz do iluminador em uma pequena area da
amostra (Figura 16) (Murphy and Dawson, 2001; Mertz, 2019; Dharmagat Bhattarai
and Rawat, 2021).

Além disso, existem outros componentes mostrados na (Figura 16) que
requerem atencao cuidadosa incluindo o tubo e as oculares, o coletor da lampada e o
soquete da ldampada e seu cabo, filtros, polarizadores, estagio de varredura na e
suporte do microscopio com ajuste manual do foco “grosso” e “fino” (Murphy and
Dawson, 2001).
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Figura 16: O microscépio optico composto. Observe as localizagbes dos mostradores de foco da
amostra, o botao de foco do condensador e o botao do foco da lente coletora no compartimento da
lampada. Observe também as posi¢oes de dois diafragmas de iris variaveis: o diafragma de parada de
campo préximo ao iluminador, e o diafragma do condensador na abertura frontal do condensador. Cada
um tem um 6timo configuragdo no microscopio devidamente ajustado. Imagem retirada do (Formanek
et al., 2006; Murphy and Dawson, 2001) adaptada.

As imagens podem ser definidas como regides onde os raios tornam-se
convergentes como resultado da refragdo por uma lente ou da reflexdo por um
espelho. Se os raios se cruzarem e se reunirem fisicamente, a imagem é considerada
real (Murphy and Dawson, 2001; Mertz, 2019).

Uma imagem real pode ser vista em uma tela ou gravada em um pedaco de filme
quando uma tela ou filme é colocado no plano da imagem. Ja a imagem virtual ocorre
quando os raios divergem, mas suas projecoes se encontram atras do objeto de modo
convergente (Murphy and Dawson, 2001; Dharmagat Bhattarai and Rawat, 2021).

O plano ocupado por uma imagem virtual ndo pode ser observado em uma tela
ou gravado em filme. Para ser percebida, uma imagem real deve ser formada na retina
do olho. No caso da visualizagdo de uma imagem ao microscopio, uma imagem real
€ formada na retina, mas é percebida como uma imagem virtual localizada cerca de
25 cm a frente do olho (Murphy and Dawson, 2001; Mertz, 2019).
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Em seguida, deve-se discutir como uma imagem é ampliada e percebida pelo
olho na Figura 17. Na mesma imagem nota-se as localizagdes de planos focais
importantes em relagdo a lente objetiva, ocular e olho. A amostra posicionada na
superficie do estagio do microscopio (Figura 16) € examinada pela lente objetiva, que
produz uma imagem real ampliada do objeto no plano de imagem da ocular. Ao olhar
No microscopio, a ocular agindo em conjunto com a cornea e a lente do olho projeta
uma segunda imagem real na retina, onde € percebida e interpretada pelo cérebro

como uma imagem ampliada (Figura 17) (Murphy and Dawson, 2001).

Imagem real final na retina

Olho \
A +
\
1)
13
Ocular<__| >
Imagem real intermediaria
—
[ na ocular
i
4
Objetiva <>
A 't
“- - Obijeto
\ Imagem
T virtual

Figura 17: Percepg¢do de uma imagem virtual ampliada de uma amostra no microscopio. A lente objetiva
forma uma imagem ampliada do objeto (chamada de imagem real intermediaria) dentro ou perto da
ocular; a imagem intermediaria é examinada pela ocular e pelo olho, que juntos formam uma imagem
real na retina. Imagem retirada e modificada do (Formanek et al., 2006, Murphy and Dawson, 2001)

4.2  Procedimento de Microscopia Otica (MO)

As medidas de microscopia 6tica foram realizadas no microscopio 6ptico Leica
modelo DM RX (Figura 18A) com camera digital Guppy F-503C, da marca Allied Vision
Technologies, para a aquisicao das imagens (Figura 18B). A magnificagao utilizada
nas laminas das mechas: (CV ou VH), (CA ou SH), (CAD ou BSH) e (CD ou BH)
(Figura 14) foi a lente de 20X (Figura 18C) com abertura numérica (NA) = 0,40.
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Figura 18: (A) Microscépio Optico Leica modelo DM RX, (B) camera digital Guppy F-503C, (C)
Objetiva acromatica de magnificagéo (20X).

O limite da resolugéo espacial dessa objetiva foi estabelecido pelo critério de

Rayleigh (equacgao 1) (Murphy and Dawson, 2001).

__ 0,611 _ 0,61X0,546um
NA 0,40

d

= 0,83um (1)

Onde, d corresponde a minima distancia resolvida e 1 = 546nm € o comprimento
de onda da luz aproximado da ldampada do instrumento Leica modelo DM RX, que

esta contida na linha de emissao da cor verde do espectro da luz visivel.

O raio do disco de difragao (disco de Airy) (Murphy and Dawson, 2001) projetado
no sensor CCD da camera digital € de aproximadamente 20 X 0,7 X 0,83um =
11,7um, em que 20 corresponde a magnificagdo da objetiva, e 0,7 a magnificagéo da

lente acoplada a camera.

A céamera digital colorida possui sensor CMOS GRGB matricial com 5 Megapixel
(2592 x 1944 pixel), sendo que cada pixel possui 2,2 ym de lado. De acordo com o
teorema de amostragem de Nyquist (Murphy and Dawson, 2001), a resolu¢ao espacial
da 6ptica do microscopio € preservada se o raio do disco de difragao for expresso por

no minimo dois pixels adjacentes no sensor CCD, o que de fato ocorre no arranjo

11,7um

utilizado, pois ~ 5,3 pixel por raio do disco de Airy. Portanto, a resolugao

2,2 um/pixel

Optica do microscopio é preservada.
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4.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletronica de Varredura (Figura 19), em termos gerais consiste
em um feixe de elétrons inicial, compacto e focalizado, que atravessa um conjunto de
lentes eletromagnéticas até alcancar a amostra (l. Goldstein et al., 2018; S Teixeira,
2013). O conjunto todo (canh&o de elétrons até as lentes objetivas) permanece em

vacuo, em uma presséo 10~° Torr aproximadamente (Figura 19).

A origem do feixe inicia-se na parte superior com o canhao de elétrons (Figura
19), onde ocorre a produgéo e aceleragao dos elétrons, através da emissao termiénica
por um filamento de tungsténio (catodo), o qual é aquecido suficientemente para seus
elétrons possam ultrapassar a barreira de potencial do proprio material (1. Goldstein et
al., 2018; S Teixeira, 2013).

A diferenga de potencial aplicada (DDP) em torno de 30kV aproximadamente, é
responsavel por impulsionar os elétrons do catodo em dire¢gao ao anodo. Dessa forma
o feixe produzido possui alguns poucos micrometros de didmetro, com energia média
de 30keV.

No estagio seguinte, o feixe de elétrons diminui seu didmetro através do conjunto
de lentes eletromagnéticas (bobinas) (. Goldstein et al., 2018; S Teixeira, 2013).
Inicialmente as bobinas de alinhamento coordenam a posicéo e inclinagao do feixe no
plano x, y no decorrer do sistema de magnificacdo (Figura 19). Em seguida, as lentes
condensadoras diminuem para alguns poucos nandémetros o didametro do feixe,
satisfazendo os requisitos para se ter uma resolugdo adequada (l. Goldstein et al.,
2018).

Seguindo para a proxima etapa, encontram se oito bobinas subdividas em duas
classes com quatro bobinas cada, as quais exercem a atribuigdo de corrigir
aberragées como o astigmatismo, que distorce a focalizagdo da imagem (l. Goldstein
et al., 2018).

Logo depois, o feixe de elétrons chega as bobinas de varredura e deslocamento
fino, que cumprem as tarefas de comandar e gerenciar a posi¢ao do feixe no plano x,

y da amostra, executando uma varredura completa. E por fim, as lentes objetivas
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focalizaram o feixe de forma grossa ou fina sobre a superficie da amostra,

dependendo do aumento aplicado (S Teixeira, 2013).

Dessa forma, o feixe produzido possui uma intensidade e conformacgao estavel,
para que possa interagir com amostra mediante uma varredura no plano x, y
produzindo sinais distintos, como elétrons secundarios, retroespalhados, Auger e
raios X caracteristicos (I. Goldstein et al., 2018). Observe que, a disposi¢cao da
amostra esta sobre um mecanismo automatizado ou manual, o que possibilita a

selecdo de um local adequado para a produgéo de imagens.

A partir disso, as imagens geradas podem ser utilizadas para investigar e analisar

as informacdes a respeito da formulagao quimica da superficie da amostra.

A produgdo da imagem depende da resolugdo do microscopio, que é
condicionada pela tensdo (DDP) aplicada para acelerar os elétrons no canhao, a
capacidade das lentes eletromagnéticas em reduzir o diametro do feixe e do volume
de interacdo com a amostra. Apesar disso, a resolucédo de cada instrumento de MEV

pode variar de 1 a 25 nm.

Canltio de
! Fonte de alta
i L | = tensio

Bobinas de ————=
alinhamento

Lentes condensadoras .

Lentes condensadoras

Bobinas de varredura

Bobinas p/desloc. fino

Correciao de astigmatismo — g
Bobinas de varredura ——s=-
Bobinas p/desloc. fino —————s=-

Lentes objetivas——————w=-

Lentes objetivas - controle
fino — |

1

i rodlii-obD0nm

S LIRREE

s
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video

Tubo
\— fotomultiplicador
Vicuo Cintilador
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Figura 19: Representacdo esquematica dos componentes do Microscopio Eletrénico de Varredura.
Imagem retirada de (S Teixeira, 2013).
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4.4  Procedimento Experimental para (MEV)

As aquisi¢cdes e analises das imagens de fibras capilares foram realizadas em
microscoépio eletrénico de varredura, modelo TM3000 (Figura 20), marca Hitachi no
Laboratério de Microscopia e Microanalise (IPEN). As amostras foram coladas em

suporte especifico para MEV utilizando-se fita adesiva de cobre.

As imagens de MEV a 100°C, 200°C e 250°C foram obtidas com o auxilio do
recobrimento de carbono, porque a ponta de prova do instrumento TM 3000 n&o

conseguia contato elétrico com as fibras anteriormente aquecidas.

Figura 20: Equipamento Hitachi modelo TM 3000. Imagem retirada de (Ara et al., 2013).

4.5  Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC)

A Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) trata-se de uma técnica de analise
térmica diferencial (DTA), que mede as variagdes da energia térmica (J) e temperatura
(°C) entre a amostra e referéncia, através do controle da temperatura. (Popescu and
Gummer, 2016).
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“O método de Analise Térmica Diferencial (DTA) consiste na afericdo da diferenca de
temperatura entre a amostra e um material de referéncia, que pode ser apresentado através
dos graficos [W (poténcia) vs s (tempo)] ou [W (poténcia) vs °C (temperatura)], em um sistema
atmosférico especifico, de acordo com Internacional Confederation for Thermal Analysis
and Calorimetry (ICTAC)” (G. W. H. Hahne and Flammersheim, 1996).

Deve-se ressaltar que a diferenga de temperatura AT entre amostra e referéncia
indica qualitativamente a troca de calor entre ambos, o que gera o sinal detectado pelo
sistema DTA e assim obtém-se a medida de DSC (G. W. H. Hahne and Flammersheim,
1996; Lima et al., 2016; Popescu and Gummer, 2016).

Os DSC necessitam de um suporte para alocar os sensores de temperatura e
posicionar os recipientes com as amostras, neste caso é preciso que haja um contato
térmico estavel, seguro e constante durante toda medida entre sensores e porta
amostras, que garanta a reprodutibilidade do sistema de medigdo em toda a faixa da

temperatura estabelecida (G. W. H. Hahne and Flammersheim, 1996).

O DSC permite aferir o fluxo de calor fornecido para a amostra e referéncia,
enquanto a temperatura entre ambos € mantida constante, enquanto o DTA avalia a
temperatura entre amostra e referéncia, de modo que o fluxo de calor entre ambos é

mantido constante.

Dessa forma, ambos os instrumentos permitem medir as trocas de calor sensivel
(reacdes) e latente (transicbes de fase) da amostra, assim como as alteragdes das
temperaturas caracteristicas destes eventos térmicos, mediante a quantidade de
massa disposta para tal experimento; além de medir a energia térmica fornecida ao

sistema (amostra e referéncia).

As aplicacbes desta modalidade sdo as mais diversificadas desde a
caracterizagdo de materiais, medigdes de comparacado relativas (controle de
qualidade, identificagao de substancias ou misturas), investigacdes de estabilidade,
avaliacdo de diagramas de fase, determinag¢des de pureza, investigacdes cinéticas,
pesquisa de seguranga (G. W. H. Hahne and Flammersheim, 1996; Istrate et al.,
2009).

ApOs a explanagdo geral sob os DSCs, focaremos na descrigdo do

equipamento DSC-60 (Shimadzu) pois trata-se do instrumento térmico utilizado nesta
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dissertagao. Este calorimetro consiste em um DSC de fluxo de calor, cujo sistema de

medigao é do tipo disco (suporte) e de cadinhos independentes.

DSC de fluxo de calor — tipo disco.

No DSC de fluxo de calor com sistema de medig&o tipo disco (Figura 21A). A
amostra e referéncia sao colocadas em capsulas idénticas, posicionadas sobre o

disco termoelétrico e aquecidas por uma unica fonte de calor (G. W. H. Hahne and

Flammersheim, 1996).

Neste modelo as trocas de calor da amostra e referéncia com o ambiente sao
aferidas nos termopares (item 4 da Figura 21A), desse modo obtém-se dados das
diferencas de temperatura AT entre ambos durante cada processo de aquecimento.

Ja a intensidade da troca de calor ¢ aferida através da taxa de fluxo de calor (®,,(T))

(G. W. H. Hahne and Flammersheim, 1996).

S —=

B Tempo, Temperatura

Figura 21: A) Fluxo de calor DSC com sistema de medigé&o tipo disco; 1-Disco, 2-Forno, 3-Tampas, 4-
Termopares (sensor de temperatura), 5-Programa e controle da temperatura para cadinhos: amostra
(A) e referéncia (R), (¥rs) taxa de fluxo de calor do forno para o cadinho amostra, (®y) taxa de fluxo

de calor do forno para o cadinho de referéncia (R), ((Dm(t)) taxa de calor medido, (K(T)) fator de
calibraggo. B) Taxa de fluxo de calor medida (®,,(t)) (curva esquematica). Imagem retirada de (G. W.
H. Hahne and Flammersheim, 1996) adaptada.
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A curva de DSC na Figura 21B apresenta um pico ascendente que caracteriza
um evento exotérmico, enquanto picos descendentes representam eventos
endotérmicos (G. W. H. Hahne and Flammersheim, 1996; Reading and J. Hourston,
2006).

Durante o processo de aquecimento ou resfriamento, a amostra pode sofrer
alteragbes de temperatura devido aos eventos térmicos. Nesse caso, registra-se o
fluxo de calor necessario para manter a amostra e referéncia a mesma temperatura.
(G. W. H. Hahne and Flammersheim, 1996)

As diferengas de temperatura AT entre a amostra e o material de referéncia
podem ser devidas aos fenbmenos quimicos (decomposi¢cdo, combustdo) ou fisicos
(mudancas de estado (fus&o, sublimacgao e transi¢des cristalinas)), que correspondem
as transi¢cdes de primeira ordem, cujas caracterizagdo dependem da formagdes de
picos nas curvas DTA/DSC (G. W. H. Hahne and Flammersheim, 1996).

As transi¢des de primeira ordem correspondem as areas delimitadas sob cada
pico, significando as variagbes de entalpia AH sofrida pela amostra (Clementino Da
Silva et al., 2007).

No DSCs-60 (Shimadzu) o caminho da condugédo de calor é realizado pelo

sistema de medicéo tipo disco.

Sistema de medicao tipo disco.

A caracteristica deste sistema é a distribuigao simétrica do fluxo de calor (®,,,(T))
produzido pelo forno para as amostras, mediante um disco de boa condutividade
térmica. Dessa forma os recipientes (cadinhos) permanecem dispostos neste disco de

forma simétrica em relagao ao centro (G. W. H. Hahne and Flammersheim, 1996).

Os sensores de temperatura sao integrados ao disco ou eventualmente fixados
em sua superficie, aderindo mais ou menos a area do respectivo cadinho ou panela,
para facilitar a calibragdao, independentemente da posicdo da amostra dentro do

recipiente (G. W. H. Hahne and Flammersheim, 1996).
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A praticidade deste modelo de condugdo do calor € as altas taxas de

aquecimento e a necessidade de pouco volume de amostra.

Mediante as descricdes acima, pode-se descrever o equipamento de DSC-60
Shimadzu, visto que se tratou do instrumento de calorimetria utilizado nesta

dissertacao.

Apesar disso foi preciso rever todo a técnica de calibracdo e limpeza desta
maquina, o qual foi descrito no Apéndice: Procedimento para calibracéo e limpeza do

DSC, com isso foi possivel realizar medidas e obter dados concomitantes a literatura.

Dessa forma, conclui-se toda a descricao tedrica sob a técnica de Calorimetria
Diferencial Exploratéria e do equipamento DSC-60 Shimadzu, com esta metodologia
experimental resolveu-se investigar as transformagdes termodindmicas sofridas por

fibras capilares através de um processo de aquecimento.

4.6 DSC aplicado ao estudo de mechas de cabelo

Conforme mencionado acima, a calorimetria exploratéria diferencial (DSC)
consiste em um método de analise térmica para materiais inorganicos e organicos,

como cabelo, por exemplo.

Dessa forma a aplicagdo do DSC em cabelos tem despertado o interesse dos
pesquisadores da area, devido ao aumento acentuado de consumidores que utilizam

modeladores térmicos nos cabelos.

Estes procedimentos de secagem e/ou alisamento térmico (“chapinha”) podem
causar danos ao cabelo por causa da excessiva exposi¢cao ao calor. Deste modo os
dados de DSC permitem verificar a eficiéncia de diversos produtos para “protecao

térmica” e “hidratagcao” dos cabelos.

Na literatura existem diversos estudos investigando o comportamento térmico da
fibras capilares por medidas de DSC de cadinho aberto (DSC a seco) (Milczarek et
al., 1992), (Belletti et al., 2003), (Monteiro et al., 2005), (Colenci, 2007),
(Chandrashekara and Ranganathaiah, 2010), (Spei and Holzem, 1987), (Lima et al.,
2016) (Cao et al., 1997).
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O DSC de cadinho aberto (DSC a seco) permite avaliar o comportamento térmico
da fibra capilar quando submetida a um processo de aquecimento, sem insergao agua
na preparagao do cadinho, cuja finalidade foi reproduzir os efeitos da aplicagdo de
uma prancha modelada em um cabelo. Mediante esta configuracdo pode-se avaliar
os principais eventos endotérmicos da fibra, como a desidratacédo, desnaturacéo de

a-queratina (a-hélice) e pirolise do cabelo.

Dessa forma, a Figura 22 apresenta uma tipica curva de DSC de cadinho aberto

para fibras capilares virgens (CV ou VH).
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Figura 22: Curva de DSC para cabelo virgem (CV ou VH).

A desnaturacdo de a-queratina (a-hélice) significa os desdobramentos das
cadeias de a-hélice, cuja denominacdo € a desnaturagcdo térmica das fibras de
queratina (Istrate et al., 2013; Popescu and Gummer, 2016). Ja a desidratagéo indica
0 grau de evaporagdo da agua contida nos locais hidrofilicos das fibras capilares

(Istrate et al., 2009; Popescu and Gummer, 2016).

Estes processos térmicos (Figura 22) podem ser mensurados a partir de quatro

parametros: temperatura de pico de desidratagcado (T;) e entalpia de desidratagao
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(AH,), temperatura do pico desnaturagao (Tj) e entalpia da desnaturagéo da a-hélice
de queratina (AH)p), este ultimo evento indica as mudangas que ocorrem na estrutura

cristalina da fibra.

Os valores da temperatura de pico de desidratacdo (T;), entalpia de
desidratacdo (AH,;), temperatura do pico desnaturagcdo (T,) e entalpia da
desnaturagdo da a-hélice de queratina (AHp) foram estimados a partir da aplicagéo

da funcdo DSC peak do software TA-60 cedido pela Shimadzu.

Esses dados avaliam as alteragcdes quimicas nos filamentos intermediarios (Fls)
que estdo embutidos em uma matriz amorfa, confinando as proteinas ricas em
queratinas, segundo (Istrate et al., 2009). Neste caso a desnaturacéo térmica desta
proteina ocorreria em virtude dos desdobramentos de suas cadeias em forma de
hélice na faixa de 220°C a 240°C, causando danos irreversiveis aos cabelos e
alterando suas propriedades mecanicas como resisténcia e elasticidade (Zhou et al.,
2011), (Popescu and Gummer, 2016), (Istrate et al., 2013), .

No entanto, esta técnica € limitada a uma analise termodinamica do cabelo,
sendo que existem diversos trabalhos sob a aplicacao e interpretacdo deste método
nesta amostra. Neste caso foi necessario combinar a técnica de DSC com demais
métodos experimentais como Espalhamento de Raio X a Baixo Angulo (SAXS),
Microscopia Otica (MO) e Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), visto que a fibra

capilar possui uma estrutura hierarquica rigida e ordenada.

4.7 Procedimento Experimental para DSC

As medidas foram realizadas em um instrumento DSC-60 (Shimadzu) (Figura
23A) no laboratério de DSC e DLS do Instituto de Fisica da USP, Séo Paulo.
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Cadinho com Cabelo
(Amostra de Estudo)

Cadinho Vazio
(Amostra de Referéncia)

Figura 23: (A) DSC-60 Shimadzu. (B) Local para colocacdo das amostras (C) Sistema de Aquecimento
tipo disco.

As condi¢cdes de medidas sao apresentadas a abaixo, que foram baseados em

estudos de trabalhos correlatos , (Daniel, 2011) e (Istrate et al., 2009).

- Cadinhos de Aluminio (Figura 23B) submetidas a pressdo ambiente 1 Pa.
- Atmosfera inerte em N, (g) com a vazao volumétrica de 100 mil; .

- Sistema de Aquecimento (Figura 23C), regido responsavel pelo aquecimento no

intervalo de temperatura de 30 a 300°C com taxa de aquecimento 10°C/min.

As mechas de cabelo (Figura 24A) foram cortadas em pequenas subamostras
de 2 mm de comprimento aproximadamente, e alocadas em eppendorfs etiquetadas

de acordo com o tipo de fibra (Figura 24B).

A preparacao dos cadinhos para as medidas comecgou na colocagao da panela
e tampa na balanca analitica, em seguida tarou-se o conjunto (panela e tampa) dentro
da balanga (Figura 25), porque desejava-se medir somente a contribuicdo da massa
capilar no sinal produzido pelo DSC, para isso foi necessario desconsiderar a massa

do cadinho (panela e tampa) vazio.
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Apoés afericdo a massa do cadinho (panela e tampa) vazio, preencheu-se a
panela do cadinho com pedagos de cabelos cortados com 2,5 mg de amostra

aproximadamente (Figura 26), com auxilio de uma pinga.

Para finalizar o processo de montagem colocamos uma tampa sobreposta ao
cadinho, porém nao selada. Com isso idealmente nido ocorreria troca de materiais

particulados grandes, mas apenas permitiria a saida e entrada de gases (Figura 27).

Depois da preparagcdo dos porta amostras (Figura 27), iniciou-se a medida
conforme (Figura 23B), em seguida fecha-se este comportamento e inicia-se o

experimento (Figura 23A) nas condi¢des de temperatura e pressao citadas acima.

OBS: Ap0os diversos testes, concluimos que a massa de cabelo em 2,5 mg é a
quantidade minima para obtengdo de curvas suaves reprodutiveis com dados

utilizaveis para subtrair o background ou fundo.

Figura 24: (A) As mechas utilizadas para o experimento de DSC; (1) corresponde ao cabelo virgem (CV
ou VH), (2) relaciona-se ao cabelo alisado (CA ou SH), (3) identifica o cabelo alisado/descolorido (CAD
ou BSH) e (4) numera o cabelo descolorido (CD ou BH). (B) Os quatros eppendorfs enumerados de 1
a 4 com cabelos VH, SH, BSH e BH respectivamente, cartados e etiquetados.
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Figura 25: A balanca analitica utilizada para aferir as massas dos conjuntos (cadinho e tampa) e cabelos
apenas.

Cadinho com cabelo virgem (VH)

Cadinho com cabelo alisado (SH)

Cadinho com cabelo
alisado/descolorido (BSH)

Cadinho com cabelo descolorido
(BH)

Figura 26: Disposicao dos cabelos nos cadinho.
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Figura 27: Cadinho com tampa justaposta para realizar medida.

4.8 Espalhamento de Raios X & Baixo Angulo (SAXS)

A abreviatura SAXS é originaria de Small Angle X-ray Scattering (Espalhamento
de Raios X a Baixo Angulo) trata-se de um método experimental desenvolvido para o

estudo da estrutura da matéria (Svergun and W. Taylor, 1987).

O processo de interagao da radiacdo com a matéria medido na técnica de SAXS
fundamenta-se no espalhamento Thomson ou elastico (Figura 28), neste caso um
elétron “livre” oscila classicamente como um (dipolo elétrico) em resposta ao vetor do
campo elétrico da onda eletromagnética incidente, cujo range de energia deste feixe
€ em torno de 7keV a 20keV. Dessa forma o elétron oscilante emite radiagao (fétons)
da mesma frequéncia da onda incidente, de modo que nao haja transferéncia de

energia para o meio (E. Turner, 2007; Attwood, 2009).
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Figura 28: Tipos de interacdo da radiacdo com a matéria. Imagem retirada de (Attwood, 2009)
adaptada.

No entanto, para compreender o fendmeno medido na técnica de SAXS foi
necessario revisar a teoria do processo de espalhamento (Figura 29) e se¢ao de

choque, isso sera abordado abaixo.

oy

Figura 29: Espalhamento de primeira ordem de uma onda plana por um potencial limitado no espaco.
Imagem retirada de (Oliveira, 2005).
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Todo o processo de interagao da radiacdo com a matéria comega com uma onda

plana Y (7) = Aoexp(il?0 * 1) onde A, corresponde a amplitude e kT, representa o vetor
de onda, interagindo com um centro espalhador (particula espalhadora) caracterizado
por um potencial local vV (¥) (Figura 29), e por consequéncia sofre um espalhamento
(Sakurai and Napolitano, 1994; Oliveira, 2005).

O processo de espalhamento é dado pela solucdo da equagao abaixo de

Schréedinger (Sakurai and Napolitano, 1994).
[V2 +k§ —vwW(@EYE) =0 (2)

Em que k, = |k_(;| corresponde o numero de onda do feixe incidente no espaco
tridimensional, V? representa o operador laplaciano independente do tempo e v

especifica a intensidade da interagcdo com o potencial (Sakurai and Napolitano, 1994).

A solugédo da equacéo (2) decorre da teoria de perturbacdo independente do
tempo em séries de poténcias de v, fungdes de Green e aplicagdo da primeira
aproximacgéao de Born, ou seja, (a amplitude da onda espalhada deve ser muito menor
que a da onda incidente, neste caso a aproximagao de Born tende a ser valida para

potenciais fracos e ondas incidentes de altas energias).

Dessa forma o feixe incidente (onda plana) n&o é distorcido significativamente
pelo meio e a maioria dos fétons atravessa a amostra sem desvio, permitindo apenas
um evento de espalhamento, neste caso toda a energia do feixe incidente é transferida
para a amostra na primeira interacdo, enquanto as interacdes de ordem superior de
espelhamento sdo despreziveis. Obtendo a seguinte solugédo (equagao 3) (Sakurai
and Napolitano, 1994):

4o exp(il?*(? —7))

POF) + YO = Agexp(iko «7) + 22 W) exp(ike < )dr’ (3)

| -

Onde Y@ (7) = Agexp(ik, * 7) representa a onda plana e
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YOG = 4Ao f, eXp(‘k*(r )

- = v (#") exp(iky * 7)dr’ indica a onda esférica.

Caso o ponto de observagdao L seja muito grande quando comparado as
dimensbes do centro espalhador |? - 7| (Figura 29), entdo temos que 7 > 7 e assim

|? — 7| = r (Oliveira, 2005). Desse modo a onda espalhada chega a seguinte forma

assintética (equacgao 4).

YO@) + YD (#) = Agexp(iko * 7) + %va () exp(iko *7)dr’  (4)

Ao €XP ( r')

VU@ =g = va(F')exp(iE*?)dF
Feixe espalhado
/\
// \\
k/
>, \iz
/ g
YOF = Agexp(tk + 7) /j \
Feixe primario  _ Ao \26
‘o £ )
k
Particula espalhadora
A B

Figura 30: (A) Feixe de raios X espalhado por uma particula fixa no espaco, formando um angulo em
relacdo ao feixe incidente. (B) A partir de consideracdes geométricas escreva-se o médulo de vetor de
transferéncia de momento no espaco reciproco (q) em fun¢éo do dngulo de espalhamento e do médulo
do vetor de onda. Imagem retirada de (Oseliero Filho, 2013) adaptada.

Seja E o vetor de onda do feixe incidente e k o vetor de onda do feixe espalhado
(Figura 30A). Define q (equagéo 5) como sendo o vetor de transferéncia de momento
no espago reciproco (Oliveira, 2005; Svergun and W. Taylor, 1987; Lindner and Zemb,
2002).

G=k— ko (5)
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De acordo com espalhamento Thompson a onda incidente possui mesma
energia que a onda espalhada (Figura 30A), neste caso o espalhamento é elastico
(Oseliero Filho, 2013; Oliveira, 2015), entéo:

k=ko=kl=2% (6)

Sendo que A é o comprimento de onda usado na radiagdo. Com este fato,
podemos escrever o modulo de ¢, g. usando a lei os cossenos aplicados ao triangulo

mostrado na (Figura 30B):
q*> = k? + k? — 2k? cos(20) (7)
Resolvendo, encontra-se a relagao entre q e k, a saber.
q = 2ksin(6) (8)

Substituindo (6) em (8), entdo obtém-se a equagao (9) (Lindner and Zemb,
2002; Svergun and W. Taylor, 1987; Guinier et al., 1955).

q = sin(6) (9)

O segundo termo da equacao (3) pode ser definido como a transformada de
Fourier de f(g). Caso contrario aplica-se a transformada inversa de Fourier para
determinar V(#) a partir de f(g) (Oliveira, 2005).

f@ = = J, W@ exp(ik * 7)dF (10)
W) = — [, f(@) exp(id *1)d§ (11)
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A equacgéao (10) descreve a forma como a onda € espalhada pela particula
espalhadora, dessa forma f(q) relaciona-se com a amplitude do espalhamento
elastico pelo campo V(7). Neste caso pode-se reescrever a equacgao (3) da seguinte

maneira (Oliveira, 2005).

V(@) = Agexp(iky «7) + 222207 g (12)
W@ = vO@ + LD f(G) (13)

A equacéao (13) demonstra que a onda resultante do espalhamento possui uma
contribuicdo da onda plana (¥ (©(#)) que se propaga sem apresentar mudanca na em
sua forma, devido ao potencial vV (#) da particula espalhadora somado com mais uma

)

r

onda esférica ( ) com amplitude f(g) que contém a informacgdo sob a forma da

particula, cuja intensidade decai fator (%) (Oliveira, 2005).

A partir dessas circunstancias, a probabilidade total de medir a interacdo de um
féton (y) no detector em instante de tempo t e t + dt € determinada pela equagao (14)
(Sakurai and Napolitano, 1994).

P(rit,paray) = [If(@I>dQ " |Y(@)|? cdt (14)

Em que os limites —o e o foram adotados por causa do tamanho finito da
funcao de onda (Oliveira, 2005). Porém estimar essas probabilidades (equacgao 14)
de maneira analitica € demasiadamente complicado, por isso nao convém utilizar esse

método.

Todavia se lembramos que o processo de espalhamento consiste em um feixe
de fotons incidindo em um alvo (particula espalhadora). Entdo é conveniente utilizar

uma abordagem diferente através da segao de choque (o), por exemplo.
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Neste contexto (0) analisaria a area de agdo entre cada atomo da particula
espalhadora e o feixe. Caso essa regido seja atingida, havera uma interagdo de modo
que as probabilidades totais de interagao por atomos alvo (particula espalhadora) sera

dada pela razéo (equagao 15) (Okuno and Yoshimura, 2010):

__ ot (secdo de choque total por 4tomo) (1 5)

A (drea total atingida pelo feixe)

Frequentemente, prefere-se estimar secbes de choque diferenciais totais por
angulo sélido (equagéao 16), pois com uma integragao no angulo sélido determina-se

a probabilidade total de interacao (Oliveira, 2005).

dog dQ = numero de particulas espalhadas ou emitidas em dQ por unidade de tempo ( 6)
aq " ntmero de pariculas atravessando uma unidade de area por unidade de tempo

Através da equagao 17 pode-se relacionar as intensidades de espalhamento
com as segdes diferencias totais em angulo solido (equagao 16), (Guinier et al., 1955;
Svergun and W. Taylor, 1987).

@) = “2 = f@)P (17)

Conforme a equacao (17), estabelece-se uma fungao entre a intensidade
espalhadora (1(g)) com o modulo quadratico da amplitude de espalhamento |f(g)|?,
dessa maneira pode-se também interpretar a secdo de choque diferencial de

espalhamento por meio da fung¢ao da intensidade de espalhamento.

Com a (equacéao 17) definiu-se uma relagao entre intensidade de espalhamento
e amplitude espalhamento, respectivamente. Ainda assim consegue-se correlacionar
a amplitude de espalhamento (f(ci)) e o potencial espalhador (vV (#)) mediante uma
Transformada de Fourier (equagdes 10 e 11), sendo que o potencial espalhador vV (7)

pode ser expresso pela densidade eletrénica p(7) (Oliveira, 2005).
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@ =1f@DI*=f@*f (@ (18)

= F(f(@) * F(f (@) (19)
= F(p(P) * p(—7) (20)
= [, exp(ig * 7) dF [, p*) pG*' + F)dF" (21)
= [, [,p) p(' + 7) exp(id * 7) dFd7" (22)
1@ = f, [, p() p(F' + 7) exp(iG * 7) d7di" (23)

A equagao 23 decorre da aplicagdo dos teoremas e propriedades das
Transformadas de Fourier (F), como o Teorema de Convolugao e a Propriedade de

Autocorrelagao, a partir da equacao 18 (Arfken and Weber, 2007).

Obtendo a funcdo de Patterson (equacédo 24), também denominado auto

convolugao da particula (Oliveira, 2005).
P(®) = [, p(FIp( + F)dr’ (24)

Por meio da promediacdo da intensidade de espalhamento (1(¢G)) no espacgo
virtual (reciproco). Trazendo para espaco real em coordenadas esféricas (r,¢,8), em
que (dQ = sen(f)dOBdy) chega-se finalmente ao espalhamento a baixos angulos
(SAXS) (Oliveira, 2005).

1
1@) = (1@ = 1= j f j 1@) 2 sen(6)dOdgdr =

(o) 1 4w - 41 .o T2
Jo rzdrafo P(#) sen(8) dfdg | exp(ig ) dQ (25)

Nesta igualdade substitui-se o 1(§) pela expressao [, P(#) exp(ig x17) dr”,
conforme equacao (25). De acordo com (Guinier et al., 1955), estima-se a média

estatistica orientacional do integrado < exp(iq * ) >, em torno de todas as diregdes,
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chegando na equacgéo (26) (Oliveira, 2005; Guinier et al., 1955; Svergun and W. Taylor,
1987).

<exp(iq+7)>q= (%(rqr)) (26)

Desse modo, a intensidade do espalhamento a baixos angulos (I(q)), € rescrita

da seguinte forma, equacéo (27) (Oliveira, 2005).
I(q) = 4m [ y(r) (W;#) r2dr (27)

Em que, y(r) trata-se da fungao de autocorrelagao da particula (autocorrelagéo
da média da distribuicdo de densidade de espalhamento), equacao (28) (Oliveira,
2005).

y(r) = — [" P(¥) sen(8) dfdg = < p(F) + p(—7) >q (28)

A Transformada de Fourier Inversa da equacao 26, encontra-se a fungao y(r),
(Oliveira, 2005; Svergun and W. Taylor, 1987; Guinier et al., 1955)

() = 5 1, 1@ ((522) ?dg (29)

Todas as equagdes acimas e deducdes sdo de extrema importancia para
analises em SAXS, para quaisquer tipos de amostras como solida, liquida, pé, gel e

entre outras.

Conforme dito, a intensidade de espalhamento (I(q)) foi promediada em todas
as orientacdes da particula espalhadora, e por causa disso o perfil da intensidade do
espalhamento deste constituinte em especifico torna-se isotropico em todo o cone de

espalhamento.
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No caso em que, a amostra de estudo seja constituida de particulas
espalhadoras com alta simetria, como esferas por exemplo, o padrao de intensidade
do espalhamento destas esferas sera isotropico em todo o cone de espalhamento
(Figura 31).

As Figura 31A e Figura 31B apresentam os perfis de espalhamento de particulas
espalhadoras de formato esférico. Note que, os perfis de intensidades desta particula
esférica de acordo com angulo azimutal ¢ sera isotropico para qualquer orientagao,

devido a alta simetria da particula esférica.

Figura 31: Perfil bidimensional de espalhamento para uma particula esférica. A: Intensidade espalhada
em escala linear. B: Intensidade espalhada em escala logaritmica. Inser¢des: Cortes unidimensionais
no plano de espalhamento. Imagem retirada de (Oliveira, 2005) modificada.

Dessa forma o grafico da intensidade de espalhamento da particula esférica em
fungdo da coordenada azimutal (¢) no circulo todo de 0° a 360°, no plano do detector
sera constante, idealmente. Neste caso a presenca da simetria € fundamental, porque
facilita a analise da curva de intensidade do espalhamento desta particula
especificamente. Contudo este comportamento da intensidade do espalhamento néo

sera idéntico para particulas do tipo nao esféricas.

Ja no caso em que, a amostra é constituida de particulas anisotrépicas fixas no
espaco Figura 32, o perfil bidimensional do espalhamento podera ser isotrépico
(Figura 32B), mediante uma média orientacional desta particula randomicamente

disposta no espaco (Oliveira, 2005).
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Figura 32: Perfil bidimensional de espalhamento para uma particula anisotropica. A: Intensidade para
a particula fixa. B: Intensidade promediada para todas as orientacdes da particula. Insercdes: Cortes
unidimensionais no plano de espalhamento. A simulacao foi feita utilizando o programa Mathematica®.
Imagem retirada de (Oliveira, 2005).

A Figura 32A apresenta os padrbes de espalhamento de uma particula
anisotropica fixa no espacgo, em que a intensidade de espalhamento é assimétrica em
todas as orientagdes e direcbes, produzindo perfis de espalhamentos distintos
(Oliveira, 2005).

A y(r) pode ser obtida da curva de intensidade, através disso pode-se inferir as

caracteristicas da estrutura da particula. Assim a equagao 30 pode ser reescrita como:
_ D sen(qr) 2
1(q) = 4m J] y(r) (5 72) rdr (30)

Caso a fungdo de autocorrelagdo (y(r) =0) entdo r>D, em que D

corresponderia ao maior tamanho da particula (Oliveira, 2005).

A funcao de autocorrelagao da particula y(r) pode ser reescrita através da
fungéo de distribuigdo de pares de distancias da particula p(r), equagao 31 (Oliveira,
2005).

p(r) = r?y(r) (31)

As equacéo (30) e (31) analisam a geometria e formatos da particula, ambas sao
usualmente utilizadas em Sistemas Monodispersos (Figura 33) (Oliveira, 2005).
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Sistemas Monodispersos, em termos gerais trata-se de um arranjo formado por
um conjunto de particulas ou moléculas idénticas com formas, tamanhos e densidades
“semelhantes”, distribuidas em uma fracdo de volume, cujas formas podem ser

esféricas ou elipsoide prolato (Figura 33).

Esfera solida

INTENSIDADE

Particula achatada

p(r)

\ A TN : Casca esférica
TN R
. d . \ et \. \
’ S N .
R N )

Elipsoide prolato

S ———

v

7] .

Figura 33: Cada estrutura mostrada a direita (esfera, cilindro, prisma) possui um Unico perfil de
intensidade assim como um unico perfil de p(r). Conhecendo esses perfis, pode-se em uma analise
inicial dar palpites sobre a forma das particulas em um sistema qualquer assim como o tamanho
maximo envolvido (7;,5,), informacéo esta relacionada com a curva p(r). Imagem retirada de (Oseliero
Filho, 2013).

Até agora, haviamos discutido e revisto todo o processo de espalhamento,
secoes de choque e a teoria de SAXS para sistemas monodispersos com uma
particula randomicamente orientada. Ja para sistemas orientados a intensidade de

espalhamento pode ser descrita como na equacéao 32:

I(@) =N <A(@? ><S(@) > (32)

Onde < A(¢)? > = P(q) é chamado de fator de forma e < S(§) > é chamado de

fator de estrutura, sendo que o simbolo <> indica uma média orientacional no espaco.
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Para sistemas aleatoriamente orientados esta média orientacional é definida em
todo o plano azimutal na coordenada (¢) de 0 a 360° e azimutal de 0° a 180°, cuja
intensidade é constante. Ja para sistemas orientados, esta média sera determinada
com base na analise da curva de intensidade de espalhamento pela coordenada
azimutal (¢), este estudo indica o grau de orientacdo da amostra estruturada, como

fibras capilares por exemplo, que sera detalhado no decorrer do texto.

O fator de forma P(q) depende unicamente da forma das particulas. No caso
de um sistema monodisperso, em que o tamanho e forma da particula espalhadora é
relevante, entdo o fator de forma das particulas ndo muda e P(q) =1, (q). Caso o
sistema seja polidisperso (particulas com diferentes formas, tamanhos e densidades),
o fator de forma incluira as médias sobre todas as possiveis formas, tamanhas e

densidades eletrénicas das particulas.

O fator de estrutura depende das interagdes entre as particulas e das possiveis
estruturas de mais alta ordem que podem ser formadas. Para sistemas com ordem
estrutural estes efeitos séo visiveis nos dados experimentais e assim S(q) deve ser

levado em conta.

A Figura 34 ilustra situagdes desde um estado diluido até concentrado de um
determinado sistema, levando em conta a contribuicdo dos fatores de forma e
estrutura. Para sistemas diluidos (primeira imagem da esquerda para a direita) nos
quais as particulas estdo muitos distantes umas das outras (como em um gas), apenas

o fator de forma (linha azul) é predominante.

Ja sistemas mais concentrados (como em um liquido) as particulas estdo mais
préoximas umas das outras e passam a interagir, sendo que o fator de estrutura (linha
preta) passa a ser importante (Figura 34). Enquanto os sistemas muitos concentrados
(como em um s6lido) nos quais as particulas interagem fortemente, ambos os fatores
de estrutura e o fator de forma devem ser levados em conta a fim de que a intensidade
espalhada possa ser descrita completamente. Imagem retirada de (Oliveira, 2005;
Oseliero Filho, 2013).
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Figura 34: Representacao esquematica dos modelos de sistemas gasoso, liquido e solido, mediante os
fatores de forma e estrutura.

Nesta dissertacao, o enfoque foi aplicar a técnica de SAXS na analise de fibras

capilares como sistema orientado, que sera abordado na sec¢éo a seguir.

4.9 USAXS/SAXS/WAXS aplicado em cabelo

O Espalhamento de Raios X a Baixo Angulo (SAXS) trata-se de um método
experimental que consiste na interagdo da radiagdo com a matéria através do

processo de espalhamento.

A aplicabilidade desta metodologia permite a visualizagdo e investigagdo dos

constituintes estruturais da matéria em escala nanomeétrica.

Baseado nisso, aplicou-se a técnica de SAXS para analisar fibras capilares
conforme um sistema ordenado. Dessa forma pretende-se examinar toda a estrutura
hierarquica ordenada do cabelo desde a disposigdo espacial e morfolégica do

complexo de membrana de celular (CMC) e filamentos intermediarios (Fls).

Conforme ilustrado na Figura 35 nota-se que o perfil de espalhamento de fibras

capilares é anisotropico, dessa forma a analise deste padrdao de espalhamento
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bidimensional demanda a particdo desta imagem, em quatro setores identificados por
Horizontal Direita (H-D), Horizontal Esquerda (H-E), Vertical Topo (V-T) e Vertical Base
(V-B), as quais forneceram informagdes estruturais da amostra mediante quatro

curvas unidimensionais.

O procedimento de confecgdo da Figura 35 sera explicado na seg¢ao de
Resultados e Discussao, junto com a motivagao da escolha das curvas 1D (Horizontal
Direita (H — D) e Vertical Topo (V - T)) (Figura 36).

Figura 35: Imagem bidimensional de SAXS para o cabelo virgem a 30°Celsius, orientado em 10° em
relacdo ao eixo X. Note que o sinal de espalhamento gerado pela fibra € mais intenso na direcdo na
longitudinal do que na latitudinal, o que implica em uma andlise setorial nas regides Horizontal: Direita
(H-D) e Esquerda (H-E) e Vertical: Topo (V-T) e Base (V-B) da imagem de espelhamento 2D.
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Figura 36: Curvas de intensidade de espalhamento do cabelo virgem a 30° Celsius, a curva da esquerda

é referente a curva de SAXS 1D no corte horizontal direita, enquanto a curva da direita é correspondente
a curva de SAXS 1D no corte vertical topo.

Nesta dissertacdo serdao apresentadas as curvas de USAXS/SAXS/WAXS para
fibras capilares e a correlagao entre os picos de difragcao (distancias estruturais) e a
correspondéncia com os constituintes do modelo da fibra capilar apenas, em virtude
da durabilidade do periodo de Mestrado.

Contudo em trabalhos posteriores deseja-se aprofundar na identificacdo dos
picos estruturais do cabelo e consequente modelagem dos proprios através da
obtencao dos fatores de forma (P(q)) e estrutura (S(g)) do cabelo.

4.10 Procedimentos Experimentais para
USAXS/SAXS/WAXS aplicado em mechas de cabelo

Na Figura 37 temos uma representagdo esquematica de um experimento de
SAXS tipico. O feixe € gerado por uma fonte, colimado por um sistema de fendas e
incide na mostra. Em geral temos um experimento de transmissao, ou seja, o feixe

passa pela amostra e a intensidade espalhada é medida no detector bidimensional.
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Figura 37: Esquema de uma configuracdo experimental de SAS. O feixe proveniente de uma fonte é
colimado utilizando elementos 6ticos (fendas, pinholes etc.) e incide na amostra. O feixe transmitido é
coletado e pelo perfil de espalhamento € possivel obter-se informacdes pertinentes a amostra. Imagem
retirada de (Oliveira, 2005).

Variando a distancia entre amostra detector ou a radiagéo incidente, podemos
ter diferentes intervalos experimentais em q (vetor transferéncia de momento) e
através disso pode-se analisar as estruturas do modelo capilar correspondente em um
determinado range em q. No projeto atual utilizamos diversas configuragdes

experimentais como mostrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Configuragcdes experimentais utilizadas no Xeuss 2.0 para estudos

de fibras capilares.

. Estruturas do
Técnicas | D (mm) Anodo N (A) | [Gmin, gmax] (AT) d = 2m/q (A) cabelo
correspondentes
SAXS 574 Cobre 1,54189 | [0.020,0.638] [314.159,0.848] CMC e Fls
WAXS 173 Cobre 1,54189 | [0.085,1.951] [73.919,3.220] a-queratina
WAXS 173 | Molibdénio | 0,71078 | [0.1924,4.220] [32.656,1.488] “‘qugﬁg”a e
USAXS 6500 Cromo | 2,29107 | [0.002,0.03] | [3141.592,209.439] Graus de
Porosidade

'O comprimento de onda (A) é monocromatico. Visto que o feixe foi produzido na Fontes Microfoco
(Genix3D), em seguida passa por uma sistema de focalizagdo e colimagéo nos Espelhos focalizadores
(Fox3D), os quais conseguem filtrar as linhas de emissédo Kgde cada &nodo (Cu, Mo e Cr) e nas fendas

Fendas 'scatterless’.

Os dados foram coletados na central multiusuario de espalhamento de raios X a

baixos angulos (EMUSAXS) do instituto de Fisica da USP (IFUSP). Nesta central
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temos dois equipamentos (Xeuss 1 e Xeuss2) e detectores Pilatus 300k e Pilatus 100k
para as medidas experimentais (Figura 38). Mais detalhes podem ser encontrados no
site da Central Multiusuario do Laboratdrio de Espalhamento e Difragdo de Raios X
(EMUSAXS).

Figura 38: Imagens do equipamento Xeuss 2.0 localizado no IFUSP.

Para as medidas de SAXS com gradientes de temperatura (Figura 39) foi
necessario acoplar ao Xeuss2 um Hot Stage (sistema de aquecimento) da marca
(MRIR) (Figura 39C), que aquece o porta amostra com as fibras capilares dentro da

camara de vacuo (Figura 39B).

Este sistema de aquecimento utiliza o controle de aquecimento (Figura 39A), o
“Hot Stage” (Figura 39C) e “Chiller’ (Figura 39D) que serve como um reservatorio

térmico (“frio”) para resfriar a unidade de controle de aquecimento.

As medidas de raios x com aquecimento foram realizadas nas temperaturas
30°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C, 100°C, 110°C, 120°C, 130°C, 140°C, 150°C,
175°C, 200°C, 225°C, 230°C, 245°C, 250°C, 260°C, 270°C, 300°C e finalmente
retornou-se a 30°C para resfriar o Hot Stage (Figura 39C) e o controle de aquecimento
(Figura 39A).
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Figura 39: Representacdo esquematica das medidas de SAXS com gradientes de temperatura.

Os resultados obtidos em SAXS e WAXS das fibras capilares apresentam picos
caracteristicos que correspondem as distancias estruturais internas dos constituintes
da fibra, para interpretar tais dados foi necessario utilizar conhecimentos especificos
da técnica de Difragao de Raio X (Lei de Bragg e Lei Scherrer) apenas, ademais néo

aprofundarei em aspectos gerais de XRD, pois esta fora do escopo desta dissertagao.

4.11 Difrac&o de Raios X (XRD)

A Difracdo de Raios X trata-se de uma técnica apropriada para o estudo da
estrutura cristalina através da disposigdo dos atomos, geometria e diregdes
cristalograficas de materiais organicos e/ou inorganicos, identificando assim a célula
unitaria que compde sua amostra (Cullity and Stock, 2014). Apresentarei alguns
aspectos gerais que servirdo de base para esta dissertacdo e algumas discussdes

que serao realizadas ao longo do texto.
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Este fendbmeno ocorre quando uma radiagéo incide com um angulo (6) em uma
rede cristalina formada por um conjunto de atomos igualmente espacgados e
espacados (dyy;) € localizados em planos cristalinos denominados: A, B e C, os quais
espalham o feixe incidente sob o mesmo angulo (8), produzindo assim o feixe difratado
(Figura 40).
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Figura 40: Os raios X incidentes e refletidos formam um &ngulo 6 simétrico a normal do plano cristalino.
Imagem retirada de (Cullity and Stock, 2014).

Dessa forma, quando a diferengca de caminho entre as frentes de ondas dos
feixes espalhados pelos planos A, B, C for um nimero inteiro de comprimento de onda,

neste caso temos a condi¢gdo de maximo na interferéncia construtiva:
x+y =ni (33)

em que, x representa a caminho percorrido pelo feixe espalhado 1, enquanto y

corresponde ao a caminho percorrido pelo feixe espalhado 2.

x =y =dsin(0) (34)
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A partir das equagdes (33) e (34) chega-se a condicdo de interferéncia

construtiva, que satisfaz a condigéo de Bragg.
2dsin(0) =ni, n=1,2,3, ... (35)

A equacéo 35 é conhecida como a Lei de Bragg, em que n é a ordem de reflexao
(numero inteiro), A comprimento de onda do feixe incidente, 6 é angulo de Bragg e d

é a distancia entre dois planos atdmicos (Cullity and Stock, 2014).

A partir da Lei de Bragg € possivel inferir que cada pico de difragdo € devido a
um certo conjunto de planos que satisfaz a equagao 35, isso possibilita a identificagao
de um composto cristalino especifico presente na amostra. Sendo que para cada
composto cristalino os angulos para os quais a difracdo é observada s&o unicos
(Cullity and Stock, 2014).

Contudo deve-se mencionar que caso a diferenca de caminho entre as ondas
seja numero inteiro ou nulo de meio comprimento de onda, isso acarretaria um padrao
de interferéncia destrutiva com minimos de interferéncia, significando que as ondas:

incidentes e difratadas estao fora de fase.

Note que, pode-se reescrever a Lei de Bragg em termos do vetor transferéncia

de momento (q) (equacao 9) como:

q= 47” sin(6)

De acordo com um rearranjo da equacao 35, adicionado com a igualdade da

equacao 8 consegue-se chegar entdo na equacgdes 36 ou 37.

sen(f) = %

Apico = 2T Xn (36)

dpico
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Ou

dpico = —— X1 (37)

Apico

A partir da equagéo (37) pode-se calcular as distancias estruturais de cada
constituinte do modelo da fibra capilar, desde os Filamentos Intermediarios, CMC até

a-queratina (a-hélice).

Para avaliar a CMC (complexo da membrana celular) foi necessario estimar a
periodicidade e a largura do pico de difragdo (8) em A, pois estes parametros estéo
relacionados com o numero de planos cristalinos (bicamadas lipidicas da CMC) em

uma dada direcéo.

Estes dados (periodicidade e largura do pico de difragéo (8)) foram estimados a
partir dos valores de xc e w (FWHM - full width at half maximum ou largura meia altura)
respectivamente, mediante a aplicacdo da funcdo de distribuicdo Gaussian do
software Origin versdo 2022 (Figura 41), nos picos de difragdo da CMC

correspondentes.
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Figura 41: Representacao do ajuste da funcéo distribuicdo Gaussian do Origin versdo 2022. Imagem
retirada do software de Origin versdo 2022.

Sendo que, a largura do pico de difracdo esta relacionado a dimensédo do
dominio cristalino (D) pela Lei de Scherrer (Sundblom et al., 2009).

§=2= (38)

Picos de difracdo em dados experimentais reais podem sofrer efeitos adicionais
de alargamento devido a aspectos experimentais como tamanho do feixe, resolugao

do detetor, policromaticidade do feixe de raios X entre outros aspectos.

No entanto, como os sistemas investigados fornecem picos relativamente largos,
estes aspectos nao necessitaram ser levados em conta nos calculos e a equagao 38

foi util para estimativa do tamanho da fase cristalina.

5. Resultados e Discussao
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5.1 Imagem de MO para as mechas de cabelos: virgens
(CV ou VH), alisadas (CA ou SH), descoloridas (CD ou BH) e
alisadas/descoloridas (CAD ou BSH)

A Microscopia Otica permitiu visualizar as transformacgées induzidas na
superficie externa da fibra, especificamente a superficie cuticular devido a aplicagéao
dos tratamentos quimicos e/ou térmicos para cada tipo de mecha VH, SH, BSH e BH

de forma preliminar e qualitativa (Figura 18).

Para isso, utilizou-se o microscopio optico Leica modelo DM RX com camera
digital Guppy F-503C (Figura 18B), da Allied Vision Technologies, para a aquisicéo
das imagens (Figura 18A). Através de uma objetiva acromatica de magnificagéo
(20X) e abertura numérica (NA) = 0,40 (Figura 18C).

A Figura 42 apresenta imagens obtidas das amostras de cabelo investigadas.
Primeiramente, nota-se a diferenga entre a superficie cuticular das fibras capilares
virgens (naturais) (Figura 42A) das fibras quimicamente tratadas (Figura 42B, Figura
42C, Figura 42D, Figura 42E, Figura 42F e Figura 42G), como por exemplo, as Figura
42C e Figura 42D que apresentam os cabelos alisados, dos quais pode-se observar

pontos mais escuros que se assemelham a queimaduras.

Além disso, na Figura 48D observa-se o achatamento (abaulamento) de uma

regidao na fibra capilar alisada.

Ainda na Figura 42 ha imagens de amostras de cabelos descolorido (BH) (Figura
42B e Figura 42E) e descolorido e alisado (BSH) (Figura 42F). Sendo que as primeiras
(BH), apresentam depressdes ou “buracos” por causa da corrosdo causada pelo
tratamento quimico aplicado nesta mecha. Para as imagens do cabelo alisado (SH)
(Figura 42C, Figura 42D e Figura 42F) e descolorido (BSH) (Figura 42G) observa-se
um tipo de filme na superficie, que mostra a diferenga no alinhamento das cuticulas

quando comparada a imagem do cabelo descolorido (BH).

Na Figura 43A percebe-se uma irregularidade na superficie e na Figura 43B uma
bolha (inchago da fibra). Ja Figura 43C apresenta as marcas deixas pelo procedimento

de alisamento acido.
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Desta forma, nota-se que os tratamentos quimicos e térmicos aplicados nas
mechas SH, BH e BSH levaram a uma maior deterioracao da superficie cuticular em

relagcdo ao VH.

Figura 42: Imagens de microscopia 6ptica de amostras de fibra capilar: (A) virgem (sem tratamento)
;(B) e (E) e descoloridas; (C) e (D) e (F) alisadas; e (G) descoloridas e alisadas.

Figura 43: Imagens de microscopia éptica de amostras de fibras capilares alisadas (SH).

5.2 Imagem de MEV para as mechas de cabelos: virgens (CV
ou VH), alisadas (CA ou SH), descoloridas (CD ou BH) e
alisadas/descoloridas (CAD ou BSH)

60



As imagens de MEV foram obtidas no Laboratério de Microscopia e
Microanalise — LMM do IPEN, utilizando o instrumento Hitachi modelo TM 3000 (Figura
44B) e porta amostra com as fibras (Figura 44A).

O porta amostra (A) foi colocada dentro desta porta.

Figura 44: (A) Colocacdo das amostras de cabelo: VH (virgens), SH (alisadas), BH (descoloridas) e
BSH (alisadas/descoloridas) para Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). (B) Equipamento Hitachi
modelo TM 3000. Imagem retirada de (Ara et al., 2013).

As figuras a seguir apresentam a evolugéo parcial da degradagao das quatros
categorias de fibras capilares: cabelo virgem (CV ou VH), cabelo alisado (CA ou SH),
cabelo alisado/descolorido (CAD ou BSH) e cabelo descolorido (CD ou BH) em 25°C,
100°C, 200°C e 250°C, de modo preliminar e qualitativo.

O aquecimento das fibras aconteceu no mesmo sistema utilizado para os
estudos de espelhamento. Com isso as amostras foram feitas nas mesmas condi¢des

experimentais das medidas de SAXS com variagdes de temperatura.

A partir da Figura 45 nota-se que em 25°C, a camada cuticular do VH se manteve
uniforme e coesa, pois corresponde a fibra que nao foi submetida a nenhum dos

procedimentos quimico ou térmico.

No SH as células cuticulares sofreram queimaduras em virtude do alisamento
térmico, resultando na primeira desuniformidade celular e surgimento de bolhas; ja o
BSH apresenta descamacéo inicial da camada externa da fibra e aparecimento de
lesdes. Finalmente as cuticulas do BH demonstram certa similaridade com VH, porém

ha indicios de bolhas por causa do tratamento quimico.

61



Cabelo Virgem (VH) - 025°C

V-V10006 AL D43 x800  100um V-V10004 AL D43 x15k  SOum

AL D45 x5 SOum S-S30004 AL D45 xi5  SOum

Cabelo Alisado e Descolorido (BSH) - 025°C

e~ -~ . .
"~ o Ve

858540001 AL D45 x15 SOum

Cabelo Descolorido (BH) - 025°C

AL D&d4 x15¢  S0um B-820004 D45 x1 5k

Figura 45: Imagens de MEV do VH, SH, BSH e BH a 25°C.

Na Figura 46 percebe-se que a 100°C, a amostra de cabelo alisado (SH)
apresentaram degradacao cuticular e em processo de desidratagcado (observada por
DSC) (Figura 49). Enquanto, as fibras: descoloridas/alisadas (BSH) e descoloridas

(BH) demostraram um grau maior de descamacgao da cuticula.
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Cabelo Virgem (VH) - 100°C

AL x3.0k 30um  VH-100-0004

Cabelo Alisado (SH) - 100°C

AL x20k  30um SH-100-0007

Cabelo Alisado e Descolorido (BSH) - 100°C

S0um - gsH.100.0006 AL 8k 50um

Cabelo Descolorido (BH) - 100°C

Figura 46: Imagens de MEV do VH, SH, BSH e BH a 100°C.

A 200°C todas as quatros mechas: VH, SH, BSH e BH apresentam completa
desidratagédo (observada por DSC) (Figura 49), o que, segundo a literatura afeta o

comportamento elastico de cada fibra (Figura 47).

Esta desidratacdo pode ser observada na superficie das quatro mechas, o que
€ notada pelo enrugamento das camadas de cuticulas. Além disso, ha o

comprometimento do cértex, provavelmente causado pelo severo cozimento cortical,
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da amostra SH (Figura 47). Dessa forma ocorre a total fratura da estrutura capilar da
amostra BH.

Cabelo Virgem (VH) - 200°C

#

5

AL %800 100wm WH-200-0004

Cabelo Alisado (SH) - 200°C

AL 600  100um SH-200-0008 AL

Cabelo Alisado e Descolorido (BSH) - 200°C

AL 1.2k 50um BSH.-200-0002

Cabelo Descolorido (BH) — 200°C

AL XED0  100um  BH-200-0003

Figura 47: Imagens de MEV do VH, SH, BSH e BH a 200°C.

Finalmente em 250°C as respectivas fibras manifestam danos superficiais
externos e internos drasticos, desde a superficie (cuticula) até o cértex (onde se
encontram os filamentos intermediarios e as cadeias de a-queratina) (Figura 48).
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De acordo com as imagens, podemos observar também que o cortex é mais
susceptivel a temperatura que a cuticula. Estes dados corroboram aos encontrados
por Istrate et al. (2019), pois o autor demonstrou que o material cristalino cortical se

degradou (derreteu) a temperaturas mais baixas que a cuticula.

Cabelo Virgem (VH) - 250°C

v

V0008 AL 00 2w VH2W0WZ

AL 250 NOum EH2500205 AL

Cabelo Alisado e Descolorido (BSH) - 250°C

BEH2H00003 AL A0 00T BEH2500001 AL #500 100w

Cabelo Descolorido (BH) - 250°C

Figura 48: Imagens de MEV do VH, SH, BSH e BH a 250°C.
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5.3 Dados de DSC para as mechas de cabelos: virgens (VH),
alisadas (SH), descoloridas (BH) e alisadas/descoloridas
(BSH)

Os dados de DSC demonstraram alteragdes nas cadeias de a-hélice (Fls) das
amostras quimicamente transformadas SH, BH e BSH. Esses resultados corroboram
com as informacdes obtidos por SAXS e WAXS com variagdes de temperatura na
secao 5.9 Dados de USAXS/SAXS/WAXS para as mechas de cabelos virgens (VH),
alisadas (SH), descoloridas (BH) e alisadas/descoloridas (BSH), a qual discutira as
alteragdes estruturais internas dessas fibras durante o processo de aquecimento,

como a degradagdo dos filamentos intermediarios (FIs).

Neste contexto, apenas as amostras de cabelos alisados (SH e BSH) foram as
fiboras que apresentaram alteragbes significativas nos picos de 89A (organizacéo
lateral cristalina das microfibrilas (Figura 55B) e 67A (no escalonamento axial entre as
moléculas ao longo dos Fls (Figura 55C) em SAXS, assim como nos picos 9,8A
(distancia centro a centro entre cada o-hélice) (Figura 56C) e 5,1A (distancia de
repeticdo para enrolamento de cada mondmero da a-hélice (a-queratina) (Figura
56D), em relacao as fibras virgens (VH) em WAXS.

Visto que, as técnicas de Espalhamento de Raios X fornecem uma perspectiva
estrutural e interna da fibra, foi necessario complementar este estudo com uma
abordagem termodinémica para avaliar a transformagdes do filamentos Intermediarios
e da a-hélice (a-queratina), pois estes constituintes definem a elasticidade e

resisténcia mecanica do cabelo.

Neste caso, entdo, optou-se por avaliar as alteracdes das respectivas estruturas,

mediante a técnica de DSC a seco (com cadinho aberto).

A Figura 49 apresenta as curvas DSC das amostras de cabelos avaliadas e nos
indica os parametros termodinédmicos como temperatura de desidratagao (Tq), entalpia
de desidratacao (AHq), temperatura de desnaturagao (Tp) e entalpia de desnaturagéo
(AHp) a fim de verificar a faixa de temperatura dos eventos de desidratagao e

desnaturacao do cabelo.
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Embora esse pico ndo seja relacionado apenas a desnaturagéo dos Fls, e sim a
degradacgao de outras estruturas (com perda de massa observada por (Lima et al.,
2016)) da fibra, essa regido nos da informagdes importantes e podemos correlacionar
aos dados de SAXS.

C =l ; ' ' j } 3 | Evento !
ol F 5 : ' 5 3 Ehdotérmico
i Evento Endotérmico ! : | de
‘ i de ' 5 } , Desnaturagéo

Desidratacéo 4 J : i
1.00 [ WN\/\ i
2.00) ‘ : 6 1

25 50 75 100 175 750 75 700 725 750 715

Temp [C]

Figura 49: Curva de DSC para as fibras virgens (VH), descoloridas (BH), alisadas (SH) e
descolorida/alisada (BSH).

De acordo com a literatura, o primeiro evento endotérmico que aparece em todas
as curvas DSC esta relacionado ao processo de desidratagcao da fibra capilar, que
ocorre desde a temperatura ambiente (~25°C) até (~170°C), no decorrer desse evento
temos a evaporagao da agua contida nos locais hidrofilicos das fibras capilares, sendo
que a temperatura de pico de desidratacdo ocorre entre 40°C a 70°C (Baias et al.,
2009).

Vale mencionar que € possivel medir a perda da massa do cabelo em funcio da
temperatura através da técnica de Termogravimetria (TG), sendo mais um método
experimental para corroborar com os dados de DSC e USAXS/SAXS/WAXS, porém

isso foi discutido no artigo no (Lima et al., 2023)
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Tabela 2 - Comparativo entre as temperaturas e entalpias de desidratagéo (Td,
AHy) e desnaturacéao (To, AHb), para os quatros tipos de mechas.

Amostras | Temperatura de | Entalpia de | Temperatura de | Entalpia de
Desidratagcdo | Desidratacdo | Desnaturacdo | desnaturagao
(Ta)°C (AHq) J/g (To)°C (AHb) J/g
VH 59+ 2 -308 £ 10 236,1+0,3 6,30,1
SH 62+3 -289 + 48 2371+0,4 59+0,1
BSH 60 +2 =279+ 2 236,5+0,2 48+0,1
BH 613 -294 £ 43 239 + 1 45+1,1

A partir da visualizagdo dos dados da Tabela 4 nas colunas Temperatura de
Desidratagdo (Td4) e Entalpia de Desidratacdo (AHd4) percebeu-se que ha uma
convergéncia entre os dados experimentais e a literatura, de acordo com os trabalhos
de (Daniel, 2011; Istrate et al., 2009; Lima et al., 2018; Popescu and Gummer, 2016).

O segundo evento também endotérmico, que aparece na curva DSC esta
relacionado a desnaturagdo dos Fls com temperatura de pico em 234°C

aproximadamente e esta de acordo com a literatura.

Fundamentado com esses dados, investigou-se os motivos pelos quais os
parametros de desnaturagdo das amostras de cabelos descoloridos, alisados e
alisados/descoloridos (Tabela 4) alteraram-se em relagdo aos valores da amostra

capilar virgem (Popescu and Gummer, 2016).

Segundo a literatura, este aumento nas temperaturas de desnaturacgao (Tp) pode
ser motivado pelo do aumento da concentracao idnica, que afeta a estabilidade da

estrutura da queratina, e consequentemente altera a temperatura de desnaturacgao.

O procedimento de descoloragao da fibra capilar € aplicado em meio alcalino (pH
em torno de 10) com reducdo (quebras de ligagdes) dos aminoacidos cistina,

resultando no aumento da concentracido do acido cistéico das amostras BH e BSH.

Isso também pode ser notado pela diferenca das entalpias de desnaturagao das
amostras SH, BH e BSH em relacéo ao VH, indicando que as trés mechas necessitam

de uma quantidade de energia menor para romper as proprias estruturas cristalinas
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de queratinas e com uma quantidade maior de ligagdes dissulfeto rompidas, do que o
cabelo nao tratado (VH) (Figura 65).

Dsc

Cabelo Virgem (VH) - 250°C
. R
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Tomp (C)
Amostra Temperatura de Entalpia de
Desnaturagdo (T,) [°C] | desnaturagdo (AH,) [J/g]
VH 236,1+0,3 6,3+0,1
SH 2371+04 59+0.1
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Desnaturagédo aplicado (pH) cistina q hélice) estrutural do
(To) (Ligacdes S-S) cabelo.

Figura 50: As diferencas das Temperatura de Desnaturagéo (Tp) vista a partir das curvas dados DSC
de cadinho aberto, onde VH (preto), BH (vermelho), SH (azul) e BSH (verde) com as ilustragfes de
MEV em 250°C para o0s respectivos cabelos.

As curvas de DSC vermelha (cabelo descolorido (BH)) e azul (cabelo
descolorido/alisado (BSH)) (Figura 50) mostram o aumento da temperatura de
desnaturacdo em 235°C aproximadamente, por causa do procedimento de

descoloragao/clareamento.

Dessa forma, pode-se observar que as fibras capilares quimicamente
transformadas apresentam uma menor area do pico de desnaturagao e diminuigao da
pirolise (Figura 51), significando perda de a-hélice e total degradagao do cabelo apés

os procedimentos (Lima et al., 2016).

Note que, os tratamentos quimicos potencializam a liberagdo de agua, vide as

entalpias de desidratagao.
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Figura 51: As diferengas das Entalpias de Desnaturacéo (AHb) vista a partir das curvas dados DSC de
cadinho aberto, onde VH (preto), BH (vermelho), SH (azul) e BSH (verde) com as ilustracdes de MEV
em 250°C para o0s respectivos cabelos.

Além disso, as curvas DSC mostram um terceiro evento endotérmico em torno
de 250°C, que se refere a decomposicao térmica do restante da fibra capilar, e que
pode estar relacionado com a decomposi¢ao dos aminoacidos cistina, que ocorre logo

em seguida da Temperatura de Desnaturacéo (Tb).

Para corroborar essas evidencias, as imagens de MEV contidas na secéo: 5.2
Imagens de MEV para as mechas de cabelos: virgens (CV ou VH), alisadas (SH),
descoloridas (BH) e alisadas/descoloridas (BSH) demonstram que o interior da fibra
capilar, ou seja, o cértex € mais suscetivel ao aumento da temperatura mediante a
confirmagéao do derretimento de seu interior, enquanto a area circundante da cuticula
aparece mais integra, formando microtubulos a aproximadamente 250°C (Figura 48)
(Belletti et al., 2003).

Visto que, as imagens de Microscopias Otica (MO) e Eletrénica de Varredura
(MEV) avaliaram as alteragdes superficiais (cuticula) e internas (cértex) das fibras
capilares virgens (CV ou VH), alisadas (CA ou SH), descoloridas (CD ou BH) e

alisadas e descoloridas (CAD ou BSH) e que a Calorimetria Exploratéria Diferencial
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(DSC) investigou as transformacgdes termodinamicos das respectivas amostras, desde

a cuticula até o cortex assim como nas imagens de MEV.

Dessa forma resta examinar as alteragdes da estruturais sofridas pela regiao
cortical e seus constituintes, especificamente dos Filamentos Intermediarios (FIs), a-
queratina (a-hélice) e a CMC (Complexo de Membrana Celular). Através das técnicas
de Espalhamento de Raios X & Baixos Angulos (USAXS/SAXS/WAXS).

Partindo do cabelo virgem (CV ou VH), visto que se trata da amostra padrao até

as fibras submetidas a procedimentos cosméticos e térmicos.

Para as medidas de USAXS/SAXS/WAXS, deve-se determinar a orientacao de
cada fibra, as regides de integragdo e a escolha das curvas 1D (Horizontal Direita (H
— D) e Vertical Topo (V - T)), conforme mencionado na seg¢do 4.10
USAXS/SAXS/WAXS aplicado em cabelo.

5.4 Disposicdo e orientacao das mechas para
USAXS/SAXS/WAXS

Na secdo 4.8 Espalhamento a Raios X de Baixos Angulos, os padrées 2D de
SAXS de fibras capilares possuem aspectos anisotropicos (Figura 52), indicando que
todas as estruturas internas do cabelo apresentam uma orientagao expostas aos raios
X.
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Imagem 2D de SAXS
mecha CV ou VH Eixo da fibra

Imagem 2D de SAXS mecha
CVouVH
2
1 > |

1. Vertical: paralelo ao eixo
da fibra.

Imagem 2D de WAXS
mecha CV ou VH

Cabelo orientado
transversalmente em relacéo ao
feixe de raios X.

2. Horizontal:
perpendicularao eixo da
fibra.

Figura 52: Disposi¢do das mechas durante 0 USAXS/SAXS/WAXS.

Neste caso, a devida analise dos dados necessita determinar a orientacao

interna_das fibras mediante uma integracdo radial, e entdo realizar integragdes

setoriais para obtencao das curvas 1D. A estratégia geral da analise foi descrita abaixo

e ilustrada nas Figura 53.

1° Passo: Identificou-se picos orientados no padrdo 2D, em seguida efetuou-se
integragdes radiais (circulo completo sobre a superficie do detector) ao redor das
regides identificadas: [Rmin e Rmax] (Figura 53A), para definir o &ngulo de orientagao
das fibras, que sera utilizado para efetuar os cortes azimutais (Figura 53B). No
exemplo abaixo (Figura 53A), a regido delimitada pelo anel em preto apresentou um
orientagdo em 190° obtido no grafico radial (Figura 53C), isso indica que a orientagéo

da fibra € 10° aproximadamente.
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Figura 53: Procedimento para determinar a orientacdo de cada estrutura da fibra (Integracdo Radial).

2° Passo: Definido o angulo de corte azimutal (Figura 54C),realizou-se as
integragbes azimutais nas quatro diregdes setoriais principais: Horizontal Direita e
Esquerda (segbes angulares iguais 10° e 190°, respectivamente) e Verticais: Topo e

Base (sec¢bes angulares iguais 100° e 280°, respectivamente) (Figura 54D).

Obtendo as curvas de secdo angular 1D para cada regido denominada:
Horizontal Esquerda (H-E), Horizontal Direita (H-D), Vertical Base (V-B) e Vertical Topo
(V-T). A partir disso definiu-se estudar as duas curvas unidimensionais Horizontal
Direita (H-D) e Vertical Topo (V-T) (Figura 54E), dentre as quatros curvas setoriais

congruentes.
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Figura 54: Procedimento para determinar os cortes azimutais 1D (Integracdo Azimutal).

3° Passo: Tratamento de dados, apds a integracdo dos setores angulares foi
realizada a subtracdo do espalhamento parasitico nas amostras. Este espalhamento

€ obtido pela medida do porta amostra vazia. Com isso temos os dados prontos para
a analise.

5.5 Dados de SAXS para mechas de cabelo virgem (CV
ou VH)

Uma imagem bidimensional tipica de SAXS do cabelo virgem (VH) a 30°C foi
mostrada na Figura 55, com cortes horizontal direita e vertical topo na imagem.

Utilizando a lei de Bragg (equagéao 35), definida na se¢ao de Difragao de Raios X:

A = 2Dp;c, sin(0)
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Em conjunto com a definicdo do mddulo de q (equagédo 35) estabelecido na
secao de Difracdo de Raios X, temos que:

CIpico — 4 ou dpico -

pico Apico

21

Neste caso determinando a posicédo em q de um dado pico, pode-se obter a

distancia de repeti¢cao da estrutura que se deseja investigar.

O pico de 89A corresponde a reflexdo equatorial (Horizontal Direita (H-D)), sendo
um sinal proprio dos filamentos intermediarios (Fls) (Figura 55C), a qual correlaciona-
se a organizacao lateral cristalina das microfibrilas (Yang et al., 2014; Lima et al.,
2023).

O pico de 67A corresponde a reflexdo meridional (vertical), que equivale as
possiveis mudangas no escalonamento axial entre as moléculas ao longo dos Fls
(Figura 55B) (Yang et al., 2014; Lima et al., 2023).

Segundo (Busson et al., 1999), (Istrate et al., 2013) e (Yang et al., 2014) estes
picos sao referentes ao empacotamento denso lateral dos filamentos intermediarios
(a-queratina) e também da arquitetura periédica das moléculas ao longo dos

filamentos intermediarios.

Ja o pico de 45A (Figura 55B e Figura 55C) corresponde a sinalizagdo do
complexo de membrana celular (CMC), cuja fungao é permitir a difusdo de sais e agua
entre os meios: externo e interno do cortex rica em proteinas hidrofilicas sulfuradas,

lipidios e agua e (Yang et al., 2014; Lima et al., 2016).
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Figura 55: Representacéo das distancias de repeticdo na imagem 2D de SAXS da fibra capilar virgem,

com cortes horizontal direita (B) e vertical topo (C), e o (*) indica a estrutura da fibra capilar
correspondente, imagem retirada de (Yang et al., 2014) adaptada.

5.6 Dados de WAXS para mechas de cabelo virgem (CV
ou VH)

AFigura 56A e Figura 56B apresentam imagens bidimensionais tipicas de WAXS

com as fontes de cobre (Cu) e molibdénio (Mo), respectivamente do cabelo virgem
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(VH) a 30°C, com os cortes horizontal direta (Figura 56C) e vertical topo (Figura 56
D).

Assim como foi determinado os picos em SAXS, verificou-se que o pico de 5,1A
(Figura 56C) corresponde a distédncia de repeticdo para enrolamento de cada

mondmero da a-hélice (a-queratina) (Yang et al., 2014; Lima et al., 2023)

O pico de 9,8A (Figura 56D) denominado reflexdo equatorial (horizontal)
corresponde a distancia centro a centro entre cada a-hélice (Stanic et al., 2015) e
(Yang et al., 2014). Ja o pico de 4,6A (Figura 56D) corresponde ao anel lipidico
anisotropico, da CMC na configuracao B (Yang et al., 2014).

Finalmente, o pico de 4,3A (Figura 56C) corresponde ao espagamento entre
duas camadas lipidicas do complexo membrana celular (CMC) (Yang et al., 2014),
(Stanic et al., 2015) e (Istrate et al., 2013; Istrate et al., 2009).
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Figura 56: Representacao das distancias de repeticao na imagem 2D de WAXS da fibra capilar virgem,
com cortes horizontal direita e vertical topo, e o (*) indica a estrutura da fibra capilar correspondente,
Imagem retirada de (Yang et al., 2014; Sharma and Kumar, 2019; Alberts, 2015) adaptada.
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5.7 Dados de USAXS para mechas de cabelo virgem (CV

ou VH) e tratadas

O USAXS consiste no Espalhamento de Raios X a Ultra Baixo Angulo conforme
apresentado na secgéao 4.10 Procedimentos Experimentais para USAXS/SAXS/WAXS
aplicado em mechas de cabelo. Nesta configuragcado obtém-se informagdes em escala
de tamanho submicrometrica da fibra, cuja contribuigdo provém do espalhamento dos

poros nas fibras.

A Figura 57A apresenta as imagens 2D USAXS para os 4 tipos de cabelos
investigados. A inspecgao visual das imagens ja mostra uma variagdo no espectro
observado, indicando alteragdes estruturais, principalmente para as amostras que

sofreram alisamento (SH e BSH).

Em uma publicacdo recente (Lima et al., 2023) foi realizada a analise e
modelagem destes dados de USAXS, fornecendo indicag¢des dos niveis de porosidade
de fibras capilares e da alteracdo promovida pelos tratamentos cosméticos. Como
demonstrado naquele trabalho, os tratamentos cosmeéticos acabam por diminuir a
resisténcia mecanica das fibras uma vez que se tem um aumento do nivel de

porosidade do meio.

Estes dados de USAXS (Figura 57B) foram complementados por medidas de
microtomografia (ndo mostrada neste trabalho), demonstrando um aumento de 4x na
fracdo de poros da fibra submetida a alisamento e clareamento (BSH) em comparacgéao

com a fibra capilar virgem.

A Figura 57B mostra-se dados de USAXS obtidos para os quatros tipos de
amostras. Sendo que sao apresentados ajustes tedricos usando modelos baseados

em estruturas fractais. Estes modelos ndo serao apresentados nesta dissertagao.
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Figura 57: (A) Dados 2D de USAXS da fibra capilar virgem bem como tratadas. Imagem retirada. (B)
Cortes verticais e horizontais nas imagens 2D de USAXS para as 4 amostras capilares em escala
logaritmica. Imagem retirada de. Sendo os simbolos (dados experimentais) e linhas (modelo tedrico).

5.8 Combinacéo dos dados em varias configuracdes

Como descrito anteriormente, pode-se caracterizar as fibras capilares virgens
(VH) a 30°C, através das curvas de espalhamentos (horizontal direita e vertical topo)
e com os perfis de espalhamentos: SAXS, WAXS e USAXS. Sendo assim identificou-

se na fibra virgem os picos caracteristicas descritos abaixo (Tabela 3).
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Tabela 3: Caracterizagao da fibra capilar virgem (VH) a 30°C

Técnicas de Fonte | Distancia | Seg¢ao Angular Pico de Estruturas
Espalhamentos de amostra | (Corte Angular) Difragao Relacionadas
de Raio X Raio | detector | (H)— Horizontal | de Raio X | (Espaco Real)
X (mm) (V) — Vertical (A)
SAXS Cu 574 H 895 Organizagao
lateral
cristalina dos
Fls.
SAXS Cu 574 HeV 45+ 2 (CMC)
SAXS Cu 574 \% 67 £2 Disposicao
axial dos Fls
WAXS Cu 173 H 9,8 £0,2 | Distancia entre
cada centro de
a-hélices
WAXS Cu 173 \% 51+0,3 Distancia de
repeticao das
a-hélices
WAXS Mo 173 \% 4,3 +0,2 | Distancia entre
as cabecas
fosfolipidios
WAXS Mo 173 H 46+0,2 CMC na
conformacao 3

A partir da descricao de uma fibra de cabelo virgem a 30°C, pode-se avaliar as

alteragdes anatébmicas e topologicas quando submetida a gradientes de temperatura.

A Figura 58 ilustra uma sequéncia tipica de dados de SAXS e WAXS para um

processo de aquecimento Figura 58A, enquanto as Figura 58B e Figura 58C
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apresentam as curvas de SAXS nos cortes: Horizontal — Direita e Vertical — Topo do

cabelo virgem durante o mesmo método.

Neste caso, percebe-se que perfil de espalhamento do anel lipidico da CMC cujo
pico esta relacionado ao sinal em 45A & 30°C (Figura 58B) varia conforme o aumento

progressivo da temperatura.

Note que as setas em vermelho apontam para as transformagdes da CMC
mediante as imagens 2D de SAXS (Figura 58A) e através do grafico corte horizontal
direita (Figura 58B) o qual apresenta as mudangas nos picos da estrutura lipidica e

sua periodicidade interna.

Ja os arranjos dos filamentos intermediarios (Fls) com pico de 89A a 30°C em
SAXS (Figura 58B) permanecem inalterados até 250°C, assim como a disposigéo axial
entre as moléculas dos Fls com pico de 67A a 30°C em SAXS (Figura 58C), as quais
diminuem ligeiramente sua intensidade a partir de 260°C e entao desaparecem a partir
de 270°C, assim como os picos na regiao de WAXS delimitados pelos retangulos em
verde (Figura 58B e Figura 58C). Esses dois casos estédo relacionados a quebra de

ligacoes de enxofre na estrutura do cabelo, que gera o enfraquecimento.

Em USAXS, verificou-se de modo preliminar a presenca de poros no interior das
fibras capilares e seus efeitos para a resisténcia mecanica da fibra, de acordo com o
tipo de tratamento: clareamento (basico) ou alisamento (acido) (Figura 57). Ademais
pode-se analisar o mecanismo de retencédo de agua no interior das fibras através das

bicamadas lipidicas.

Apos a identificacdo e caracterizagdo dos sinais de SAXS/WAXS/USAXS
presentes nas mechas de fibras capilares virgens em 30°C, 100°C, 150°C, 250°C e
270°C (Figura 58B e Figura 58C).

Iniciou-se a investigacdo e analise de modo analogo para as mechas
quimicamente tratadas [alisadas (SH), descoloridas (BH) e alisado/descoloridas

(BSH)] quando submetidas ao mesmo mecanismo de aquecimento.
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Figura 58: (A) Imagens 2D de SAXS, WAXS — Cu e WAXS — Mo do cabelo virgem nas temperaturas:
30°C, 100°C, 150°C, 250°C e 270°C. (B) Curvas de USAXS, SAXS, WAXS — Cu e WAXS — Mo, corte
horizontal direita do cabelo virgem nas temperaturas: 30°C, 100°C, 150°C, 200°C, 250°C e 270°C em
escala logaritmica. e (C) Curva de USAXS, SAXS, WAXS — Cu e WAXS — Mo, corte vertical topo do
cabelo virgem nas temperaturas: 30°C, 100°C, 150°C, 200°C, 250°C e 270°C em escala logaritmica.

5.9 Dados de USAXS/SAXS/WAXS para as mechas de
cabelos: virgens (CV ou VH), alisadas (CA ou SH),
descoloridas (CD ou BH) e alisadas/descoloridas (CAD ou

BSH) submetidas a variagdes de temperatura

Partindo dos dados obtidos para as amostras de cabelo virgem (Figura 55, Figura
56 e Figura 57), identificou-se as regides de interesse a serem avaliadas nas mechas

de cabelo quimicamente transformadas (SH, BH e BSH).

As Figura 59 e Figura 60 apresentam as curvas de SAXS das mechas: VH, SH,
BSH e BH nos cortes horizontal direita e vertical topo submetidos a gradientes de

temperatura, respectivamente.

Através das curvas de USAXS/SAXS/WAXS, foi possivel observar a diferenca
nos espalhamentos das amostras, demonstrando que as alteracdes estruturais e
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termodinamicas diferem entre si, por causa das alteragcbes no pH dos produtos

aplicados.

A VH-.CORTE-HORIZONTAL-OIREITA B  s.corteHoriZoNTALORETA C iR Rk D  estcorTeHORIZONTAL OIREITA
Upaxs SAxS waxs USAXS SAXS WAXS USAXS SAXS WAXS v WAXS
89A ‘ ‘
\ < \ | \ | \
m
- . i~ _ ~ ~ \
3 [\ 2roe 3 \ Ll < 3 \ Ly o 3 \
AN N NN St A oo | NN S 4 o | N NN e
i _\ o £ \ __\‘—l\_\/\ 20'c £ -'\'\.-\_/\ 20006 \-\/ 250°C
;’\\ 150°C QJ\J\& 150°C J\m 150°C \g :::.z
100°C 100°C "\ 100°C %
! 1 30°c t ‘\\'\-\/\ paoe T '\\./\ 30°c T‘\\_/ ',?:
107 1&‘ |Vd ) 10° |é' 10 10? 10 10 3 10° 0 e
QA QA QA" qlA")
Picos de difragéo VH (A) SH (B) BH (C) BSH (D) RESULTADO
Os tratamentos afetaram o pico
089A a:l)lr::ae::tct;l;alguma NAO SIM NAO/SIM sIiM de 89A (organizacéo cristalina
dosFls)

Figura 59: Curvas de SAXS (cortes horizontal direita) para as fibras: virgens (CV ou VH) -
descoloridas (CD ou BH) - B, alisadas (CA ou SH) - C e alisadas/descoloridas (CAD ou BSH) - D
em escala logaritmica.
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Figura 60: Curvas de SAXS (cortes vertical topo) para as fibras: virgens (CV ou VH) -
descoloridas (CD ou BH) - B, alisadas (CA ou SH) - C e alisadas/descoloridas (CAD ou BSH) - D
em escala logaritmica.

A partir da andlise da Figura 59 na regido de SAXS é possivel observar o sinal

de 89A para todas as amostras, correspondendo a organizagéo lateral cristalina das
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microfibrilas de acordo com (Kreplak et al., 2004) tanto para mechas as virgens (sem
tratamento) quanto para as amostras alisadas e aquecidas.

Sendo que para as mechas alisadas (SH e BSH) (Figura 59B e Figura 59D)
constatou-se um ligeiro aumento para 90A, que segundo (Kreplak et al., 2004)
corresponde a uma alteragdo na organizagao lateral cristalina, enquanto para as

mechas descolorida permaneceu com 89A.

Esses resultados sugerem que o tratamento acido aplicado as fibras (SH e BSH)
alteraram os Fls e, consequentemente as distancias entre proprias microfibrilas (Lima
et al., 2023).

Ainda em SAXS, encontra-se o préximo pico de 45A (Figura 61A), que
corresponde a organizagao lipoproteica do cabelo denominado complexo da

membrana celular (CMC).

Em termos biologicos, a CMC constitui-se de regides polares e apolares, a
primeira € hidrofilica enquanto a segunda € hidrofébica respectivamente, cuja fungao
€ difundir agua, lipidios (acidos graxos) e sais do meio externo (cuticula) para interno

(cértex), similar a uma biomembrana exceto pela presenga de carboidratos apenas.

Através desse comportamento pode-se modelar o complexo da membrana
celular (CMC) como uma superposigao de varias biomembranas, assim como o
mosaico de blocos que compdem um cristal de numerosos planos cristalinos idénticos
(Figura 61B).

Na literatura, existem diversos trabalhos que indicam que estes componentes
dao origem a uma reflexdo em forma de anel em 45A. Este sinal esta relacionado aos
lipideos que compdéem o complexo de membrana celular (CMC), para amostra de
cabelo descolorido (BH) sabe-se que a descoloragao diminui a quantidade de matéria
lipidica (Robbins, 1988).

Baseado nisso, a caracterizagdo do sinal em 45A nao é trivial (Figura 61C),
porque a distribuicdo dos lipidios lamelares ndo € uniforme por todo o coértex, isso

pode estar atrelado a orientagao da fibra.
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B

Pico de 45A corresponde a distancia estrutural interna das Imagens 2D de SAXS da mecha VH
varias bicamadas lipidicas sobrepostas do complexo de

membrana celular (CMC), de acordo com a orientagdo da fibra.

A

Representagdo lidica da disposigdo das bicamadas 30°C 150°C 270°C

lipidicas em um cabelo virgem (CV ou VH) c VH-CORTE-HORIZONTAL-DIREITA
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Figura 61: Representacao ludica da CMC. (A) Modelo ficticio da disposigdo das bicamadas lipidicas da
CMC. (B) Imagem bidimensionais de SAXS do cabelo virgem (CV ou VH) em 30°C, 150°C e 270°C,
onde as setas vermelhas apontam para as transformagfes da CMC durante aquecimento. (C) Curvas
de SAXS do corte horizontal direita do cabelo virgem (CV ou VH) em 30°C, 100°C, 150°C, 200°C, 250°C
e 270°C em escala logaritmica, onde as setas vermelhas apontam para as transformacgdes do pico de
45A da CMC durante aquecimento.

A largura do pico nos dados de difragdo da Figura 61C esta relacionada com o
tamanho do dominio cristalino, através da formula de Scherrer, mostrada na equacgao
38 (Cullity and Stock, 2014).

Através dessa metodologia pode-se estimar os sinais caracteristicos da CMC na
fibora virgem (VH), que correspondem a periodicidade lamelar em 45A (direcéo
horizontal e vertical na regido de SAXS), e os anéis com espagamentos de cerca de
4.3A (direcéo horizontal na regido de WAXS na Figura 56).

Entdo, a maneira encontrada para avaliar as alteragdes da CMC nas demais
mechas: SH, BH e BSH foi contabilizar as variagdes na periodicidade e da largura dos
picos de difracdo relacionados a CMC indicados pelas setas em vermelho e

delimitados pelos retangulos em azul na Figura 62.
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A periodicidade e dominio cristalino das mechas SH(B) e BSH (D) mudaram em relagdo ao VH (A), o que nao
aconteceu com o BH (C).

Figura 62: Curvas de SAXS corte horizontal direita para as fibras virgem (CV ou VH) - A, alisadas (CA
ou SH), descoloridas (CD ou BH) e alisada/descoloridas (CAD ou BSH) 4 30°C em escala logaritmica,
onde as setas vermelhas apontam para as transformag¢des dos picos da CMC de cada mecha durante
aguecimento.

Os dados da posi¢gao do pico da CMC, largura do pico da CMC, periodicidade e
dominio cristalino da Tabela 4 foram estimados conforme exposto na secédo 4.11
Difragdo de Raios X (XRD).

Tabela 4 — Comparativo entre as variagcdes na periodicidade e dominio
cristalino entre as fibras VH, SH, BH e BSH & 30°C

Amostra Posi¢ao do pico da Largura do pico da Periodicidade (4) Dominio Ndmero de
CMC em (A1) CMC em (A1) cristalino (A) planos
VH 0,13788 + 0,00001 0,0187 £ 0,007 45,57 £ 0,05 340 £ 120 7+3
SH 0,10521 + 0,00001 0,00533 + 0,00009 59,72 + 0,07 1200 + 20 19+ 1
BSH 0,10280 + 0,00004 0,0052 + 0,0030 61,12 + 0,21 1200 £ 600 20+10
BH 0,13655 + 0,00001 0,01554 + 0,0039 46,01 £ 0,05 400 = 100 9+2

Partindo da Figura 62 e Tabela 4 pode-se observar que ha uma mudanga no
arranjo da CMC, para o cabelo virgem (VH) de fato a periodicidade encontra-se em
454 (Figura 62A) aproximadamente e tamanho de dominio cristalino de ~340A, o que
corresponde a ~7 planos.

Para as mechas tratadas (CA ou SH), (CD ou BH) e (CAD ou BSH) o pico da

CMC localiza-se em torno de 59,7A (Figura 62B), 61,1A (Figura 62C) e 46A (Figura

62D), conforme indicado pelas setas em vermelho respectivamente.
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Para o cabelo descolorido (CD ou BH) a periodicidade e tamanho de dominio
cristalino ficaram bem préximos ao cabelo virgem, ao passo que para as mechas que
sofreram alisamento (SH e BSH) apresentaram um aumento do tamanho do dominio
cristalino (~1200A) correspondendo & ~20 planos.

Note que, a coordenada (abcissa) dos picos da CMC das mechas SH e BSH
(Figura 62B e Figura 62D), respectivamente se deslocaram para valores menor em q,
indicando que as estruturas lipidicas das mesmas sofreram algum tipo de
transformagao no empacotamento lipidico, em vista do VH e BH (Lima et al., 2023),
neste caso parece-se que ha uma tendéncia dos planos cristalinos (lipidicos) de
orientarem de modo paralelo ao eixo da fibra (Lima et al., 2023).

Esse deslocamento do pico para valores menores das fibras SH (Figura 63B) e
BSH (Figura 63D), é ocasionado pelo aumento das distancias entre as bicamadas
lipidicas multilamelares.

Isso pode indicar que a CMC do cabelo virgem (CV ou VH) (Figura 63E) quando
submetida aos tratamentos quimicos e térmicos transforma-se na CMC dos cabelos
alisados (CA ou SH) e alisados/descoloridos (CAD ou BSH) (Figura 63E), este
processo consiste no inchamento das bicamadas devido uma maior confinamento de
agua dentro da fibra capilar, por causa de um aumento no espagamento entre as
camadas lipidicas, indicando que uma quantidade de agua consideravel consegue ser
contida na membrana lipidica do cabelo, alterando assim as distancias lamelares

assim como um incremento no ordenamento dos dominios cristalinos.
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Figura 63: Representacao lidica das transformacdes das bicamadas lipidicas dos cabelos alisados
(CA ou SH) e alisados/descoloridos (CAD ou BSH) em 30°C

CORTEX

Como mencionado acima, o processo de alisamento também promove um
aumento do tamanho do dominio cristalino (Tabela 4), provavelmente por um
ordenamento maior dos planos da CMC que, inicialmente, encontravam-se
desordenados (Figura 63E).

Nas Figura 63B e Figura 63D vemos que para os cabelos alisados, além do pico
mais destacado da CMC tem-se um outro, menos pronunciado, exatamente na
posicao relativa a CMC do cabelo virgem. Isso indica que o processo de alisamento
acaba por promover o ordenamento de uma fragao das lamelas de CMC, mas uma
outra parcela ndo é afetada pelo procedimento, ficando com a mesma distancia
interplanar do cabelo virgem.

Como mostrado na Figura 64, com o aumento da temperatura os picos referentes
a CMC das mechas SH (Figura 64B) e BSH (Figura 64D) que estavam em posi¢oes
menores de ‘q’, se deslocam para a direita e em 100°C a posi¢cado dos picos ja esta

proxima a do cabelo virgem (Figura 64A).
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Durante o aquecimento a distancia interplanar da CMC das mechas SH (59,72A), BSH (61,12A) e BH (46,01A) a
30°C retornam para a configuragio do pico de 45A do VH.

Figura 64: Curvas de SAXS corte horizontal direita para as fibras virgem (CV ou VH) - A, alisadas (CA
ou SH), descoloridas (CD ou BH) e alisada/descoloridas (CAD ou BSH) a 30°C, 100°C, 150°C, 200°C,
250°C e 270°C em escala logaritmica, onde as setas vermelhas apontam para as transformacdes dos
picos da CMC de cada mecha durante aquecimento.

Para a fibra BH (Figura 64C), percebe-se que o pico da CMC 46A nzo variou
tanto quanto do VH, porque a agado da descoloragédo nao configura uma transformacgéao
abrupta, para que afete a distancia entre as bicamadas lipidicas da CMC, porém deve-
se comentar que os aquecimentos reordenam as estruturas lipidicas das fibras (BH,
SH e BSH) para a configuragao do cabelo virgem (VH).

Sendo assim, apenas os cabelos descoloridos/alisados (BSH) e alisados (SH),
apresentam uma alteragéo na posi¢ao do pico de CMC para 59,7A (Figura 64D) e
61,1A (Figura 64B) respectivamente. Isto indica que a sequéncia de tratamentos

quimicos influenciou a concentracgéo lipidica (Lima et al., 2023).

Desta forma, podemos inferir que o alisamento foi o procedimento que promoveu
esta alteracdo como uma maior retencdo de agua no interior da fibra capilar, isso
indica que agua permanece confinada na membrana lipidica do cabelo, afetando as

distancias lamelares (Lima et al., 2016).

Portanto, pode-se conjecturar que ha uma alteragdo na organizagao lipidica no
cortex, afetando a interacdo anfipatica das bicamadas lipidicas com a agua. Apesar
disso, ndo existe na literatura uma unanimidade a respeito da deposi¢cdo da
formulacdo cosmética entre as camadas lipidicas, assim como o aumento da
periodicidade lamelar ou se esta mudanca modifica a interacdo da fibra com outros

produtos cosméticos (Lima et al., 2023).
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Ja, o pico fino em torno de 67A dos cortes vertical topo do cabelo virgem (Figura
60A) nédo apresentou a mesma intensidade, em relagdo as demais mechas (Figura
60B, Figura 60C e Figura 60D) indicando que também houve uma alteragdo na

arquitetura periédica das moléculas ao longo dos filamentos intermediarios.

Neste contexto apenas as mechas submetidas ao alisamento acido (Figura 60B
e Figura 60D) tiveram uma diminui¢gdo no tamanho do sinal em 67A, porque este
tratamento deve ter alterado os filamentos intermediarios, afetando assim a distancia

entre cada microfibrilas.

Essa mudanca pode ser verificada com os resultados de DSC, indicando de que
as mechas SH e BSH sofreram uma maior desnaturacdo das cadeias cristalinas de

Fls, acarretando assim na diminuicédo do sinal de 67A conforme visto em SAXS.

Além disso, de um modo geral existem mudangas conformacionais e
termodinamicas da CMC e Fls para as fibras BH, SH e BSH, ademais os tratamentos
térmicos causam uma redugao nas ligagdes S-S (Wortmann et al., 2012), promovendo

aberturas na matriz, acometendo a estrutura e a permeabilidade a agua.

Em WAXS as proteinas de queratina no cértex se organizam em estruturas
helicoidais promovendo padrdes de reflexao horizontal em 9,8A que correspondente
aos espagamentos entre os centros de cada a-hélice e uma reflexdo vertical em
5,1A que se relaciona a torcdo das hélices que giram em torno uma da outra, dentro
de bobinas enroladas.

Estes sinais foram observados para todas as amostras Figura 59(A até D) e
Figura 60(A até D). No entanto, observa-se que a intensidade dos picos em 9,8A e
5,1A variam entre as mechas, o que evidencia alteracdes nos Fls devido aos
tratamentos cosméticos e térmicos.

Isso foi mais proeminente nos cabelos alisados SH (Figura 59B e Figura 60B)
BSH (Figura 59D e Figura 60D), porque nessas mechas houve uma redugédo na
quantidade de proteinas na conformacao “enroladas” neste caso a maioria das a-
hélices mudaram de forma para B-pregueada, o que implica uma fragilidade mecanica
em relagdo ao BH e VH.

A Figura 65 apresenta um esquema dos Fls dentro do cortex dos fios de cabelo
evidenciando as transformacdes dessa estrutura. Neste contexto, as alteracdes dos
picos de Fls obtidos por WAXS (Figura 59(B a D) e Figura 60(B a D)) demonstram as
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mudangas na estrutura da queratina cristalina do cabelo, porém alguns estudos da
literatura comentam que estas alteracdes sé podem ser observadas quando ha uma
completa desnaturagdo das cadeias (Figura 65), ou seja, uma transformacgéo

inelastica irreversivel da fibra tornando-a fragil e quebradica.

Neste caso foi necessario recorrer aos dados de DSC (Figura 50 e Figura 51)
para evidenciar os graus de desnaturagao das cadeias de Fls (a-queratina ou a-hélice)
para amostras de cabelos virgens e tratadas e assim correlacionar com as
informagdes obtidas por USAXS/SAXS/WAXS.

Desnaturacéo » Diminuicao da entalpia Danos
proteica de desnaturagéo (AHp) » irreversiveis no
(J/9) cabelo

Figura 65: Representagéo da via de desnaturacdo de um residuo de material helicoidal de filamentos
intermediarios (Daniel, 2011).

Ja em USAXS ha indicios que demonstraram diferengas entre as mechas (BH e
BSH) que foram submetidas a descoloragédo/clareamento das demais, pois as
primeiras sao mais suscetiveis a danos provenientes de tratamentos subsequentes,
desde a degradagao da melanina (Robbins, 1988) por causa da presencga do peréxido
de hidrogénio (que ocorre em um pH préximo a 10), que causa o descolamento das
camadas cuticulares, além disso o branqueamento remove o lipidio 18-MEA de modo
que potencializa a acdo de demais tratamentos, e por fim altera o mecanismo de

retengao de agua da fibra.
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Além disso, nota-se alteragdes nos picos de 67A correspondentes aos Fls das
amostras de cabelo tratadas, principalmente nas amostras alisadas em meio acido.
Isso pode ser verificado nos cortes verticais topo (V-T) nas Figura 60B, Figura 60C e
Figura 60D respectivamente. Estes dados nos permitem concluir que a associagao
dos tratamentos (descoloragdo seguida do alisamento) promoveu uma maior

alteracao, também, na matriz amorfa do cértex.

Nos apéndices: Curvas de SAXS: VH, SH, BH e BSH—- CORTES: HORIZONTAIS
DIREITA com TEMPERATURA e VERTICAIS TOPO com TEMPERATURA apresento
todas as curvas de USAXS/SAXS/WAXS com gradientes de temperatura onde pode-
se visualizar as mudancgas de intensidades e deslocamentos dos picos para os quatros

tipos de mechas: VH, SH, BH e BSH para os cortes: horizontais e verticais.

6. Conclusoes e Perspectivas

Neste trabalho foi apresentado uma investigacdo multidisciplinar combinando
dados estruturais e termodindmicas de fibras capilares humanas, nativas e
submetidas a tratamentos quimicos e térmicos, utilizando diversas técnicas
experimentais: SAXS, DSC, MO e MEV.

Para as medidas de SAXS foi preciso definir uma estratégia para obtencao da
orientagado das fibras, e com isso a definicdo dos setores angulares de interesse para
a integracdo das imagens bidimensionais. Desta forma foram obtidos os perfis
unidimensionais de intensidade para a realizagao da analise da estrutura interna das
fibras capilares, como a variagdo estrutural do CMC devido a retengdo da agua,
decorrente de um aumento das distancias interplanares das bicamadas lipidicas,
como observado pela comparagao das varias mechas investigadas VH, SH, BH e
BSH.

As medidas de DSC demandaram procedimentos iniciais de calibragao e limpeza
do equipamento de modo a garantir a reprodutibilidade dos dados obtidos. Com isso,
foram definidos protocolos para caracterizar o sistema de medicao e dos cadinhos
abertos de Al, para analisar desnaturagao dos Fls (queratina-hélice) de cada fibra

capilar: VH, SH, BH e BSH no processo de aquecimento de 30 a 300°C.
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Através do MO e MEV foi possivel descrever de modo qualitativo e visual das
alteracbes e danos que as fibras sofreram no decorrer dos procedimentos quimicos

e/ou térmicos, quando sujeitas a alisamentos térmicos (gradientes de temperatura).

Pelo uso desse conjunto de métodos experimentais: Espalhamento de Raio X a
Baixos Angulos (USAXS/SAXS/WAXS), Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC),
Microscopia Otica (MO) e Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MEV), foi possivel
avaliar de modo detalhado as alteragdes na microestrutura em diferentes escalas de

comprimento dentro a fibra capilar provocada por diferentes tratamentos cosméticos.

Este projeto contribuiu para a obtencéo de resultados inéditos na literatura que
permitiram publicagcdo de um artigo cientifico de grande impacto na literatura,
mostrando efeitos dos tratamentos cosméticos nas fibras capilares. A abordagem
proposta neste trabalho pode ser utilizada como protocolo para estudos em fibras

capilares em diversas outros tipos de estudos e aplicacgdes.

Neste trabalho foram realizadas analises iniciais dos dados de espalhamento, mas
€ possivel realizar andlises e modelagens mais avangadas. Esta abordagem sera
realizada em estudos futuros. Além disso pretende-se utilizar as caracteristicas
estruturais e termodindmicas de fibras capilares como potenciais indicadores da
saude do individuo, através da correlagédo da analise multifatorial proposta neste artigo
com outros indicadores clinicos (Adeola et al., 2018). Esta abordagem também sera

utilizada como prosseguimento deste trabalho.
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Apéndices

a. pH

Breve revisdo de quimica, especificamente pH (“potencial Hidrogenidnico”),
porque esses parametros determinam as propriedades e conformagdes das proteinas,

queratinas e a-hélice na descoloragao ou alisamento acido.

O grau de acidez uma solugdo depende da concentragdo de ions (H;07)
dissolvido em alguma solugao, que pode ser estimado através da escala logaritmica
de pH equacao (39), cuja graduagdo comega em 0 e termina em 14 (Atkins and Jones,
2014).

pH = —log;,(H;0™) (39)

Sendo que, a partir da equacao 39 convencionou-se que:
() pH < 7 trata-se de uma solugdo acida.
(I pH = 7 trata-se da agua pura a 25°C

(1) pH > 7 trata-se de uma solug&o basica ou alcalina.

Portanto, quanto maior concentragcdo do acido menor o pH, caso contrario menor

concentragdo do acido maior o pH.
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b. Aminoacidos, proteinas e a-hélice

Aminoacidos consistem em moléculas, que contém um grupo amino (—NH,) e
um grupo carboxila (—COOH). Em pH fisiolégico (4,8 a 8) esses grupos estdo na forma
ionizada: (—NH3), (-C007) e (—NH;).

Os aminoacidos possuem uma férmula fundamental comum, com os grupos
amino e carboxila ligados ao carbono a, ao qual também se liga um atomo de
hidrogénio e um grupo variavel chamado de cadeia lateral ou grupo R (Figura 66)
(Marzzoco and Baptista Torres, 2015; B. Reece et al., 2015).

COO"
|
H,N+*—C,— H
|
R

Figura 66: Modelo de um aminoacido. Imagem retirada de (Marzzoco and Baptista Torres, 2015).

De acordo com a polaridade do grupo R (cadeia lateral), os aminoacidos
apresentam uma determinada atividade e conformidade quando interagir com agua.
Baseado nisso pode-se categorizar os aminoacidos em duas modalidades: hidrofobico

(grupo R apolar (Figura 67)) e hidrofilico (grupo R polar (Figura 68)) (Marzzoco and
Baptista Torres, 2015; Alberts, 2015).

Apolares (Hidrofobicos)

00 ?oo' CO0™ coo
—H .}1.:N—-(|;—!1 'WN—C—H  *HN—C—H HN—C—H HN—C—H

Figura 67: Aminoacidos Apolares (Hidrofébicos). Imagem retirada de (Marzzoco and Baptista Torres,
2015) adaptada.
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A partir da Figura 67 pode-se observar que os aminoacidos apolares, que
possuem os grupos R com carater de hidrocarboneto (hidrofobicos) ndo interagem
com a agua. Logo, preferem permanecer no interior da molécula proteica. Nesta
classificacdo estdo a glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, metionina, prolina,
fenilalanina e triptofano (Marzzoco and Baptista Torres, 2015; Alberts, 2015; F.

Carvalho and Maria Recco-Pimentel, 2013).

Polares (Hidrofilicos)

Polares com Polares com

A Polares sem carga B carga negativa (Acidos) C carga positiva (Basicos)
?OO coo <|300 Ccoo Ccoo Ccoo coo CIOO
'"MN—C—H 'HN—C—H 'HN—C—H 'HN—C—H 'HN—C—H "HN—C—H HN—C—H ’HAN—?—ﬂ

| I | o | T |

Figura 68: Aminoacidos Polares (Hidrofilicos). Imagem retirada de (Marzzoco and Baptista Torres,
2015) adaptada.

Na Figura 68 encontram-se os aminoacidos polares, que contém grupos R com
perfil hidrofilico capazes de interagir com agua. Em virtude da ionizagéo de algum de
seus constituintes apresentarem carga elétrica liquida ou residual que conseguem
ligar-se as moléculas de agua.

Normalmente ficam dispostos na superficie da molécula proteica. De acordo
com o tipo de ionizag&o estes aminoacidos podem ser categorizados em trés classes
mediante grupo R em pH igual a 7 (Marzzoco and Baptista Torres, 2015; Alberts, 2015;
F. Carvalho and Maria Recco-Pimentel, 2013).

1. Aminoé&cidos béasicos recebem essa denominagéo por apresentar uma

carga elétrica liquida ou residual positiva, neste arranjo encontra-se a lisina, arginina

100



e histidina (Figura 68C). Em pH neutro, esses grupos estdo protonados e com carga
positiva (Marzzoco and Baptista Torres, 2015).

2. Aminoacidos &cidos recebem essa denominagao por apresentar uma
carga elétrica liquida ou residual negativa. Exemplos de aminoacidos acidos séo
aspartato e glutamato (Figura 68B). Em pH neutro, estdo desprotonados e com carga
negativa (Marzzoco and Baptista Torres, 2015).

3. Amino4cidos polares neutros recebem essa denominagcdo por nédo
apresentar carga liquida ou residual. Exemplos de aminoacidos polares neutros sao
serina, treonina e tirosina com um grupo hidroxila na cadeia lateral, asparagina e
glutamina com um grupo amida na cadeia lateral e cisteina, com um grupo sulfidrila
na cadeia lateral (Figura 68A). Em pH neutro, o grupo sulfidrila da cisteina esta
predominantemente protonado sem carga (Marzzoco and Baptista Torres, 2015).

Quando um dos aminoacidos citados acima interage com um adjacente temos a
formagao da ligagdo peptidica (Figura 69), neste caso o grupo carboxila de um
aminoacido liga-se ao grupo amina de outro produzindo assim um dipeptideos ao até
mesmo um polipeptidios (dezenas a centenas de aminoacidos) (F. Carvalho and Maria
Recco-Pimentel, 2013; Alberts, 2015).

; 0 0 NH* 0 ]
Heet 7 |+, € H—(C

| "HNLC—R N\y_(

R | o NJ-C—R, R, N—C-R, + HO

Carboxila I H H H |

Figura 69: Ligacéo Peptidica. Imagem retirada de (Marzzoco and Baptista Torres, 2015; F. Carvalho
and Maria Recco-Pimentel, 2013) adaptada.
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O grupo amida formado pela ligacdo peptidica (Figura 69) ndo pode ser
protonado, porque as caracteristicas acidobasicas do novo peptideo sao
determinadas pela a amina do primeiro aminoacido, em seguida pela carboxila do
ultimo aminoacido e dos grupos R dos demais aminoacidos integrados ao peptideo
(Marzzoco and Baptista Torres, 2015; Alberts, 2015; F. Carvalho and Maria Recco-
Pimentel, 2013).

As proteinas sao formadas através da juncdo de varios peptideos, que
desempenham diversas fun¢des bioldgicas como produgdo de hormdnios, transporte
de hemoglobina, movimentagdo muscular, estrutural (colageno) e catalitica
principalmente (Marzzoco and Baptista Torres, 2015).

A maioria das proteinas s&o constituidas por aminoacidos, recebendo o nome
de proteinas simples, porém existem proteinas conjugadas que contém outras
moléculas em sua constituigho como as glicoproteinas (agucares), lipoproteinas
(lipidios) e fosfoproteinas (fosfato) (Marzzoco and Baptista Torres, 2015; Alberts,
2015; F. Carvalho and Maria Recco-Pimentel, 2013).

As funcdes fisico-quimicas e bidlogas exercidas pelas proteinas dependem de
seus aminoacidos, por isso € muito importante conhecer a cadeia de aminoacido
contidos na sintese proteina, pois os proprios definem a estruturagao conformacional
do polipeptidio (Marzzoco and Baptista Torres, 2015; Alberts, 2015; F. Carvalho and
Maria Recco-Pimentel, 2013).

A primeira estrutura da proteina (Figura 70) corresponde a suas sequéncias de
aminoacidos e ligagcbes peptidicas, sendo representada por um cédigo de letras, ou
apenas uma letra para simbolizar a configuragcédo primaria das proteinas (Marzzoco
and Baptista Torres, 2015; Alberts, 2015; F. Carvalho and Maria Recco-Pimentel,
2013).
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Cadela linear de aminoacidos

0
Toocoeoes ¢ R

Figura 70: Modelo da estrutura primaria de uma proteina. Imagem retirada de (B. Reece et al., 2015)
adaptada.

No decorrer do aumento da agregacao e incorporagao de novos aminoacidos
comecga-se um acumulo de oxigénios e hidrogénios de ligagdes peptidicas adjacentes
e distintas, que se atraem por ligagdes de hidrogénio causando um rearranjo singular
na conformacdo espacial da propria, esse processo denomina-se estruturacio
secundaria da proteina (Marzzoco and Baptista Torres, 2015; Alberts, 2015; F.
Carvalho and Maria Recco-Pimentel, 2013).

Um caso comum na organizagao secundaria das proteinas chama-se de a-
hélice, nessa configuragdo temos um conjunto periddico de 4 aminoacidos
aproximadamente, dispostos em uma estrutura helicoidal (Figura 71A).

Sendo que cada bloco da a-hélice permanece separado de 0,54nm de distancia
do anterior aproximadamente, dessa forma os grupos R ficam posicionados para o
exterior da coluna “cilindrica”, essa organizagao define a estabilidade e resisténcia da
a-hélice (Figura 71B) (Marzzoco and Baptista Torres, 2015; B. Reece et al., 2015).
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O modelo mais conhecido de a-hélice (a-queratina) contida em mamifero nos
pelos, penas e unhas (Marzzoco and Baptista Torres, 2015; Alberts, 2015; F. Carvalho

and Maria Recco-Pimentel, 2013).

(A) Vista de lado

~

-~ x\ -
7
WA
o3

I

)
~
\I
-

.54 nm (3,7 residuos de

{ 0
0 g \
H — aminoacido por volta)
( § i
ONet” 3 T
Fag i Q/(
i/ $ Qrupos R estao
b » 0 R
@ 0 H S"I? ligados aos CH, vol
N\( ¢ —(0 N\ tados para o exterior
i f bl I ¢ da hélice, e nao foram
N (\( ’ (H/J'l colocados no esquema
 Viame st

Anqulo de 80° entre os planos
de ligacao peptidica

(B) Vista de cima

Figura 71: Estrutura secundaria da a-hélice. (A) Vista de lado e (B) Vista de cima. Imagem retirada e
de (Alberts, 2015; F. Carvalho and Maria Recco-Pimentel, 2013) adaptada.

Um outro tipo de estrutura secundaria, trata-se da estrutura 3 pregueada ou
folhas B (Figura 72A). Nesta conformacé&o, as intera¢des intracadeias podem ser

realizadas pelos oxigénios das ligagdes de hidrogénio e entre os terminais N e C de
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ligagdes peptidicas distintas, nas diregdes paralela (terminal N para C) ou antiparalela
(terminal C para N), sendo que nesta estrutura os grupos R permanecem distantes do
plano produzido (Figura 72B).

Apesar disso, é possivel que cada uma das configuragdes 3 pregueada ou a-
hélice possam coexistir simultaneamente na molécula proteica (Alberts, 2015; B.
Reece et al., 2015).

(A) Vista planar

Aproxnm,ﬁ‘

mente 0,7,nm

(B) Esquema de
cadeias

000 ANAAAANAAANS
00( /\/\/\/\/\/\/\/\/\/NH;

Paralela

H; P W W W o et T e T i)

; KONGRS N

00C NH3
Antiparalela

Figura 72: Estrutura secundéaria da 8 pregueada. (A) Vista planar e (B) Esquema de cadeias. Imagem
retirada e modificada de (Alberts, 2015; F. Carvalho and Maria Recco-Pimentel, 2013).

Concluida a estrutura secundaria, certos grupos R de diferentes aminoacidos

posicionam-se em determinadas conformacgdes, proporcionando assim novas formas
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de interacdes entre os proprios. Dessa forma a molécula proteica encontra-se em uma
nova organizacgao tridimensional, essa nova fase nomeia-se de estrutura terciaria da
proteina (Figura 73) (F. Carvalho and Maria Recco-Pimentel, 2013; Alberts, 2015).

Estrutura terciaria

Forma tridimensional estabilizada por
interacoes entre cadeias laterais

Figura 73: Modelo da estrutura tercidria de uma proteina. Imagem retirada de (B. Reece et al., 2015)
adaptada.

As novas formas de interagées entre certos grupos R sao:

a. Interacdes eletrostaticas: um grupo R carregado eletricamente atrai um
outro andlogo (Figura 74A) (F. Carvalho and Maria Recco-Pimentel, 2013;
Alberts, 2015).

b. Interagbes covalentes: entre cisteinas, neste caso 0 conjunto
(—S — H) oxida-se com outra cisteina de um par semelhante produzindo
as pontes dissulfeto (—S —S). Esse caso é base para o estudo das
proteinas do cabelo (Figura 74B) (F. Carvalho and Maria Recco-Pimentel,
2013; Alberts, 2015).

C. Ligacbes de Hidrogénio: entre um &atomo demasiadamente
eletronegativo de um grupo R, com outro idéntico unido a um hidrogénio (Figura
74C) (F. Carvalho and Maria Recco-Pimentel, 2013; Alberts, 2015).
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d. Interacdo apolar ou hidrofébica: promovida pelos grupos R apolares, na

parte interna da proteina (Figura 74D) (F. Carvalho and Maria Recco-Pimentel,
2013).

Figura 74: Tipos de ligagbes entre as cadeias laterais dos aminoacidos para estrutura terciéria das
proteinas. (A) Interacfes eletrostaticas, (B) InteragBes covalentes, (C) Ligacbes de Hidrogénios e (D)
Interacdo hidrofdbicas. Imagem retirada e modificada de (F. Carvalho and Maria Recco-Pimentel,
2013).

Segundo o tipo de interagdo, a configuragcdo terciaria da proteina pode
permanecer idéntica de acordo com as condicdes de temperatura e pH do ambiente
externo. Isso manifesta-se por exemplo na propriedade catalitica das enzimas
(“modelo chave — cadeado”).

Todavia cada ligacdo pode ser perturbada pelo pH do meio, mediante a
protonagao ou desprotonacdo em um ecossistema acido ou basico, desfazendo as
interacbes eletrostaticas, covalentes, hidrofébicas ou hidrogenadas entre

aminoacidos; logo ocorre a desestruturacdo terciaria da molécula proteica e
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consequente inativagao (F. Carvalho and Maria Recco-Pimentel, 2013; Marzzoco and
Baptista Torres, 2015).

Neste contexto esse fendmeno é dito como desnaturacéo da proteina (perda da
condigdo natural ou funcional), para cabelos isso acontece quando se soma o
procedimento de descoloragao/clareamento ou alisamento com o aquecimento em
250°C aproximadamente (Lima et al., 2023).

Estipulado as condi¢cbes propicias para o desenvolvimento das estruturas
terciarias de varios polipeptidios, forma-se um conjunto prostético que recebe a
denominagao de estrutura quaternaria da proteina (F. Carvalho and Maria Recco-
Pimentel, 2013; Alberts, 2015).

Estrutura quaternaria

Associacao de dois ou mais polipeptideos
(apenas para algumas proteinas)

Figura 75: Modelo da estrutura quaternaria de uma proteina. Imagem retirada de (B. Reece et al.,
2015) adaptada.
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C. Lipidios

Lipidios consistem em moléculas pequenas e leves classificadas em fosfolipidios
majoritariamente, esfingolipidios e colesterol minoritariamente contribuindo para a

formacao da bicamada lipidica (Figura 76).

Grupos de

cabegas polares-x

(audas

hidrofébicas

Grupos de i /
cabecas polares

Figura 76: Modelo da bicamada lipidica com a disposi¢éo dos lipidios. Imagem retirada de (F.
Carvalho and Maria Recco-Pimentel, 2013) adaptada.

Os fosfolipidios (Figura 77) possuem um cabega polar (hidrofilica) e duas
caudas apolares (hidrofébicas), devido essas duas caracteristicas pode se nomear os
lipidios como anfipaticas. Esse comportamento permite que as regides apolares se
agreguem em um dominio hidrofébico ausente de agua, enquanto as partes

hidrofilicas entrem em contato com agua.

Por causa dessa composi¢cdo, os fosfolipidios sao responsaveis pela
construgcdo da bicamada lipidica, transporte de moléculas apolares, polares e

lipossoluveis entre as membranas.

A cabeca hidrofilica abrange um glicerol, fosfato e radical (R) como a colina,
etanolamina, inositol ou serina, ja as ramificacées hidrofébicas sdo constituidas por
acidos graxos, com alguma insaturagao (F. Carvalho and Maria Recco-Pimentel, 2013;
Alberts, 2015).
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[ (hidrofilica) Fosfato |
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Glicerol

4 g I
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(hidrofobicas)

Acido graxo
Acido graxo

Figura 77: Modelo de fosfolipidios. Imagem retirada de (F. Carvalho and Maria Recco-Pimentel, 2013)
adaptada.

Os acidos graxos correspondem a unido de 14 a 22 atomos de carbono em
sequéncia, que pode ser saturada (apenas ligagdes simples) ou insaturada (uma ou
mais duplas ligagdes) (Figura 78). Apresentando um comportamento anfipatico, com

um domino polar (carboxila) e outro apolar (hidrocarboneto com C e H apenas).

Conforme ha uma aumento do tamanho da cadeia (massa molecular) eleva-se
as insaturagdes e o ponto de fusdo, que afetam a fluidez de moléculas entre as
bicamadas lipidicas. Neste caso as membranas, que possuem mais acidos graxos
insaturados demonstram um formato mais delgados, do que as membranas saturadas
(Alberts, 2015).

Polar

Apolar

Adidos Mistura de acidos graxos
graxos saturados saturados e insaturados

Figura 78: Modelo de acidos graxos saturados e insaturados. Imagem retirada de (F. Carvalho and
Maria Recco-Pimentel, 2013) adaptada.
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Os esfingolipidios (Figura 79) dispdem de uma cabega polar com uma parte
hidrofilica, com uma molécula de alcool e um grupo (R), enquanto o restante apolar
contém a parcela hidrofobica e um acido graxo sem a presenca de glicerol. A partir
disso pode se categorizar os esfingolipidios como as esfingomielinas (F. Carvalho and
Maria Recco-Pimentel, 2013; B. Reece et al., 2015; Alberts, 2015).

Caudas apolares (hidrofébicas) Ca~be§a1;.)olar
(hidrofilica)
| 1 |
[ Esfingosina
[ Acido graxo J

Figura 79: Modelo de um esfingolipidio. Imagem retirada de (F. Carvalho and Maria Recco-Pimentel,
2013) adaptada.

Ja os colesterois (Figura 80A) pertencem ao grupo dos esteroides formado por
quatro anéis fundidos descentes do ciclo pentanoperidrofenantreno, cuja fungédo é
atuar na movimentacdo da biomembranas ao lado dos fosfolipidios, porém

complicando o trafego de materiais orgénicos pela bicamada (Figura 80B).

B
CH,
HC —CH, —CH, —=CH, —CH, =CH, {_°
T T TR TR
:

Figura 80: (A) Férmula quimica do colesterol e (B) Modelo de inser¢éo do colesterol em uma bicamada
lipidica. Imagens retiradas e modificadas de (F. Carvalho and Maria Recco-Pimentel, 2013).
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A parte apolar dos lipidios determinam a forma como a regido hidrofobica se
arranjam na bicamada e isso Ihe permite certas caracteristicas que possibilita uma
melhor fluidez de sustancias apolares, ou seja, o tipo de ligagao (simples ou dupla)
contida em cada cadeia carbdnica atribui para uma topologia diferente (linear ou
curva) e isso facilita que a rotacéao, flexao, transmissao de sinais por difusao lateral e
a permutagéo entre os fosfolipidios de uma camada interna com a externa (Alberts,
2015).

Neste contexto, a organizacdo e conformacgdo celular das bicamadas lipidicas

(Figura 81) podem alternar em virtude das interagfes polares com agua.

Forma da Empacotamento
molécula das moléculas
lipidica lipidicas
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Figura 81: Arranjos do empacotamento das moléculas lipidicas em um ambiente aquoso. (A) Moléculas
lipidicas em forma cénica produzindo micelas. (B) Moléculas lipidicas em forma cilindrica produzindo
bicamadas lipidicas. Vista em secédo transversal das conformacfes de micela ou bicamada, estas
formam podem acontecer de modo espontaneo quando imersas em agua. Imagem retirada de (B.
Reece et al., 2015) adaptada.
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d. Procedimentos de limpeza e calibracdo do DSC.

Conforme descrito no final da se¢éo 4.5 Calorimetria Diferencial Exploratéria
(DSC), o instrumento de analise térmica (DSC-60 — Shimadzu) estava sem uso desde
2019, em virtude deste periodo de inatividade o equipamento de calorimetria
apresentou problemas de reprodutibilidade e confiabilidade dos dados, para restaurar
as configuragdes originais foi necessario rever os processos de limpeza e calibragao,
0 que exigiu uma aprendizagem sob o uso da maquina e dos procedimentos

experimentais.

Dessa forma, apresentarei a curva da linha base do DSC sem a limpeza e
calibracdo (Figura 82). Observe que a curva ndao se manteve estavel pois os
detectores estavam com sujeiras incrustadas, que s6 foram percebidas ao término da

medida, por isso foi necessario realizar varios procedimentos de limpeza e calibragao.

DsC
mwW

*
0.00- ——— CURVA-CALIBRAGAO-INADEQUADA-22-09-2023 DSCH1

-1.00r

-2.00r

-3.00r

-4.00-

30.00 60.00 90.00 120.00 150.00 180.00 210.00 240,00 270.00 300.00
Temp [C]

Figura 82: Curva da linha base inadequada sem limpeza e calibracao.

Devido a transtornos e percalgos, estabeleceu-se um procedimento de limpeza
e calibrag&o para ajustar o DSC e assim obter uma curva de linha base correta (Figura
84).
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Basicamente, a limpeza dos sensores de temperatura e do caminho de deteccao
ocorreu através do comando “Clenning Run” do software TA-60WS COLLECTION
MONITOR, cedido pela Shimadzu.

Primeiro, o usuario estabelece o periodo no qual a maquina permanecera em
600°C, e a condi¢ao atmosférica para o sistema Ar ou N2z (g), concluindo o processo

de limpeza.
Em seguida, deve-se calibrar os sensores de temperatura e o detector.

A calibragdo consiste em medir o background (fundo) sem cadinho, nas

seguintes condigdes:

1°- Range de aquecimento 30 a 600°C.
2°- Taxa de aquecimento 10 <
min

3°- Fluxo de gas: N2(g).

Resultando no seguinte grafico (mW x °C) (Figura 83):
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Figura 83: Curva de calibra¢éo do DSC-60.

Dessa forma obtém-se a curva de calibragdo acima, cujo procedimento baseia-
se na definicako de 10 pares ordenados (temperatura (°C), poténcia (mW))

equidistantes no intervalo de 30°C a 600°C (Figura 83).
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Apos, a definicdo dos dez pares ordenados (temperatura (°C), poténcia (mW)))
da (Figura 83), em seguida abra o software: TA-60WS — Collection Monitor fornecido

Shimadzu, clique no icone Detector na secdo Baseline line adjust e preencha a tabela
com estes dados de (temperatura (°C), poténcia (mW)) e dessa forma o programa

recalculara o coeficiente de calibragao da linha base de acordo o fabricante.

Para verificar se a calibragdo estava adequada, meca o background (fundo)

novamente apos a limpeza. Obtendo a curva abaixo (Figura 84).
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Figura 84: Curva da linha base adequada com limpeza e calibracéo.

Importante: Ao término da série de medidas é obrigatorio a verificagdo do
comportamento da linha de base (Figura 84), pois ocorre a deposi¢cdo de residuos
carbonaceos e sulfuricos nos sensores de temperatura e detecgdo. Neste caso deve-
se a avaliar o comportamento da linha de base antes de reiniciar o experimento e caso
perceba a mudanga na Baseline (linha de base) recomenda-se repetir o processo de

limpeza e calibragéo.
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e. Entalpia (J/9)

O potencial termodindmico entalpia (H) corresponde uma transformada de
Legendre da energia interna (U), em que o volume (V) assume a fungéo da variavel
independente ao invés da pressao (P). Sendo definida pela equagao 40 (W.Sears and
L. Sallinger, 1979; Oseliero Filho, 2013; Atkins and Jones, 2014):

H=U+PV (40)

Quando ocorre uma variagao infinitesimal da entalpia (dH), de um estado de
equilibrio inicial até outro estado final. Obtendo a equacédo 41 (W.Sears and L.
Sallinger, 1979; Oseliero Filho, 2013; Atkins and Jones, 2014)

dH = dU + PdV + VdP (41)

Contudo, dU trata-se do potencial termodindmico que depende dos diferenciais
de calor (dQ), do volume (dV) e numeros de particulas (dN) equagéao (42) (W.Sears
and L. Sallinger, 1979).

Portanto, substituindo a equagdo (42) em (41) obtém-se a equagido (43)
(W.Sears and L. Sallinger, 1979).

dH = dQ + VdP + ¥7_, wdN; (43)

Desse modo reformula-se a equacdo (41) chegando na expressao (44)
(W.Sears and L. Sallinger, 1979).
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dH(P,Ny, .....,N,) = dQ + VdP + ¥!_, p;dN; (44)

Através da equacgdo (44) encontra-se a formulacgao final da entalpia (H) como
funcdo do calor (Q), pressdo (P) e numero de particulas (N;) (W.Sears and L.
Sallinger, 1979).

Para um processo isobarico (P = constante), em que (dP = 0) e se o sistema
nao permitir a entrada e saida de matéria, entdo (dN = 0). Desse modo a equagao

(44) pode ser expressa como a equacao (45).

dHP,N = dQp (45)

A equacao 45 aplica-se as medidas de DSC de cadinho fechado (molhado),
porque nesta configuragcdo o porta amostra encontra-se pressurizado e selado

(“crimpado”).

No caso de um processo isobarico (P = constante) com minima entrada e saida

de matéria, entdo a equacgao (44) pode ser expressa como a equagao (46)

dHpy = dQp + Xi—q widN; (46)

A equacgéao 46 aplica-se as medidas de DSC de cadinho aberto (seco), porque

nesta configuragao o porta amostra encontra-se em pressao constante.

Nesta dissertacao, efetuou-se as medidas de DSC a seco, com o intuito de medir
as entalpias de desidratagcéo (AH,) e desnaturagéo proteica da a-hélice (AHp) das

fibras capilares, em condigdes isobaricas (P = latm).
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f. Curvas de SAXS — CORTE HORIZONTAL — DIREITA
para as mechas de cabelos: virgens (CV ou VH), alisadas
(CA ou SH), descoloridas (CD ou BH) e
alisadas/descoloridas (CAD ou BSH)
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Figura 85: Curvas de SAXS do VH, SH, BH e BSH - cortes horizontais direita com gradientes de
temperatura.
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g. Curvas de SAXS — CORTE VERTICAL — TOPO para
as mechas de cabelos: virgens (CV ou VH), alisadas (CA ou

SH), descoloridas (CD ou BH) e alisadas/descoloridas (CAD
ou BSH)
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Figura 86: Curvas de SAXS do VH, SH, BH e BSH — cortes verticais topo com gradientes de
temperatura.

119



h. Artigo na Journal Applied Crystallography (JAC)

A capa do artigo aceito para publicagado na JAC — AGO/2023.

Journal of
APPLIED CRYSTALLOGRAPHY

Volume 56 Part4 1 August 2023

Appl Cryst

ISSN 1600-5767

Figura 87: Capa do Artigo aceito na JAC.
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Australia Human hair is a biopolymer constituted mainly of keratin intermediate

filaments, lipids, pigments and water. Cosmetic treatments usually interact with
Keywords: hair; acid straightening; bleaching; the hair at the molecular level, inducing changes in its components and
damage; X-ray scaliering; microsinchure; modilying the physicochemical and mechanical properties of the fibers. Here,

cosmetic freatments; neutron spectroscopy;

Biopolymers the effect of acid straightening on the morphology and ultrastructure of

Caucasian hair was investigated by a group of complementary experimental

Supporting information: this article has methods: wide-, small- and ultra-small-angle X-ray scatlering; high-resolution

suppo-ting information al journals.iuc=og| 3D X-ray microscopy: quasi-elastic neutron scattering and inelastic neutron
scattering; thermogravimetry-mass spectrometry; and differential scanning
calorimetry (DSC). X-ray diffraction patterns showed that acid straightening
associated with a flat iren (~180°C) changed the cortex of the fiber, shown by
denaturation of the intermediate filaments (measured by DSC). The increase in
the spacing of the lipid layers and the observation of the dehydration behavior
of the fiber provided indications that water may be confined between these
layers, while neutron spectroscopy showed alterations in the vibration mode of
the CH; groups of the lipids and an increase of the proton (H") mobility in the
hair structure. 'The latter may be associated with the extremely low pH of the
formulation {pH = 1). Additionally, this investigation showed that bleached hair
(one-time bleached) is more damaged by the action of acid straightening than
virgin hair, which was shown by a threefold increase in the percentage of total
porosily of the tresses. The obtained results demonstrate that the investigation
approach proposed here can provide very important thermodynamic and
structural information on induced changes ol hair structure, and certainly can be
applied for the evaluation of the action mode and efficiency of cosmetic
lreatments.

1. Introduction

Feughelman (1959) proposed a model for human hair in which
the a-helix aggregates in intermediate filaments (1), forming
a crystalline continuous axially oriented phase, are embedded
in an amorphous matrix that comprises the proteins associated
with IFs. A hair fiber is mainly composed ol three distinct
regions: corlex, cuticle and cell-membrane complex (CMC)
(Robbins, 2012). A set of TFs (orm a very complex structure
called a microfibril {(Parry, 1995), localized in the cortex,
promoting strength, resistance and elasticity of hair (Robbins,
2012). A united set of microfibrils form a macrofibril.

The cuticle (external barrier) contains 6-10 overlapping
layers. Its function is to protect the cortex trom environmental
damage, and it promotes the hair brightness. The cuticle layers

COBMETIC PROCEDURES. RESULTS

OPEN 8 ACCESS and corlex siructures are held together by the CMC, which is
Published under a CC BY 4.0 licence formed by lipids and proteins. The lipids comprise cholesterol,
1002 hitps:idoi.org/10. 11075 1600376723005599 J. Appl. Cryst. (2023}, 56, 1002-1014
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cholesterol esters, cholesterol sulfate, free fatty acids, trigly-
cerides, paraffin, squalene and ceramides (internal lipids)
(Bouillon & Wilkinson, 2005). Covalently attached to the
cuticle surface (external), there is the lipid 18-MEA. which
protects the hair against damage from chemical treatments
like bleaching (Masukawa er al, 2003; Kon er al, 1998).
Changes in these structures modify the penetration of
cosmetic products into the hair matrix as well as influencing
the water content (Murthy et af, 2019) and the mechanical
properties (Robbins, 2012).

The demand [or changes in the color and shape of hair has
been increasingly frequent in haircare treatments, even with
the occurrence of damage to the hair fibers caused by one or
several concurrent cosmetic procedures, such as bleaching,
straightening and thermal treatments. Chemical and physical
damage on the hair fibers caused by using these treatments has
already been described (Wolfram et al., 1970; Baias et al., 2009;
Lima et al., 2019; Wortmann et al., 2002; Colenci, 2017; Martins
Junior, 2015; Kon et al., 1998; dos Santos ef al, 2019). Hair
bleaching degrades melanin which causes irreversible physi-
cochemical changes, producing cysteic acid residues by
oxidation of the cystine amino acids (Wolfram er af., 1970;
Robbins, 2012). Structural studies using diflraction techniques
applying wide- and small-angle X-rays (Stani¢ er al.. 2015;
Song er al., 2019} and neutrons (Murthy et al., 2019%; Kamath er
al, 2014; Lima ef af, 2020) have been used to investigate
treated hair.

Traditional hair-straighlening aclives, already used world-
wide for decades, are presented in alkaline formulations, and
their mechanism of action is well known and disclosed in the
literature (de Sa Dias et al. 2007). In recent years, some
compounds have been used in acid lormulations 1o straighten
hair, such as glyoxylic acid and its derivatives, including
glyoxylic acid associated with carbocysteine and amino acids.
Currently, these products are marketed in some countries,
including Brazil, regardless of not being included on the “List
of allowed actives for cosmetic products for straightening or
waving (he hair’, established by ANVISA (2023) via NI No.
220 of 13/04/2023 (RDC, Resolucdo de Diretoria Colegiada,
No. 409 of 27/07/2020), which discriminates the allowed
actives: thioglycolic acid and its salts, thioglycolic acid esters,
sodium or potassium hydroxide, lithium hydroxide, calcium
hydroxide associated with guanidine salt, sulfites and inor-
ganic bisullites, and pyrogallol and thiolactic acid.

The mechanism of action of these acid actives in hair
straightening is still not well understood. and information
showing the impact caused in the hair fiber by their use and
the consecuences of routine treatment by these substances is
scarce. In general, the studies published to date suggest that
reaction with an active straightener induces conlormational
rearrangements in the cortex and the cuticle (Taddei et al.,
2015; Boga et al.. 2014; Lima er al., 2019).

Under a different perspective than those already described
in the literature, we investigated the impact of acid straigh-
lening using the active Glyoxyloyl Carbocysieine fand)
Glyoxyloyl Keratin Amino Acids (and) Water in the micro-
structures of hair fibers. Besides several results, we show the
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location of the damage in the hair structure promoted by acid
straightening. The interaction of bleaching and this type of
straightening is also evaluated.

2. Experimental details
2.1. Sample preparation

Caucasian untreated dark brown hair, obtained [rom a
commercial source (DeMeo Brothers, New York), was formed
into tresses (2 g and 10 cm long), washed (37.0 £ 5.0°C) with a
10% (w/w) dispersion of sodium ether lauryl sulfate and dried
at room temperature for at least 48 h at 22.0 + 2.0°C under
55% relative humidity. The hair resses were divided into [our
groups: virgin/matural hair (VH), bleached hair (BH),
straightened hair with formulation at pH 1.0 (SH), and
bleached and straightened hair with formulation at pH 1.0
(BSH).

2.2. Straightener formulation preparation

The formulation was prepared as an oil-in-water emulsion,
with the following composition according to International
Nomenclature of Cosmetics Ingredients (INC1) name: Agua,
Behentrintonium Methosulfate (and) Cetearyl Alcohol, Iso-
propyl Palmitaie, PEG-90M, Polyquaternium-67, Shea Buiter
Amidopropyl Trimonium Chloride, Glvoxyloyl Carbocysteine
and Glyoxyloyl Keratin Amino Acids (15.0%; AQIA). The pH
of the formulation was adjusted to 1.0 with citric acid.

2.3. Treatments

2.3.1. Bleaching. The selected hair tresses were bleach
damaged using a commercial treatment product based on an
alkaline solution (pH 10.5) in the oxidant medium of hydrogen
peroxide [20%(v/v)] and ammonium persulfate, applied for
30 min and at room temperature.

2.3.2. Straightening. The tresses were treated with a ratio of
1.0 g of formulation/1.0 g of hair, according to their group
classiflication, and the trealmenl was genlly applied on the
tresses with a brush so that it could be in contact with all the
fibers for 20 min. Then, they were brushed, dried with a
hairdryer and flattened ten times with a flat iron (180°C).

2.4. Methods

2.4.1. X-ray scattering. Wide-, small- and ultra-small-angle
X-ray scattering (WAXS. SAXS and USAXS, respectively)}
measurements were performed on an Xeuss 2.0 from Xenocs,
with microfocus GeniX3D sources (Cu Ko, A = 1.54 As
Mo Ko, & = 071 A; and Cr Kee. & = 226 A), FOX3D colli-
mation optics and two sets of scatterless slits 2.0. Two-
dimensional scattering intensities were collected on a
PILATUS 300K detector with parameters according to
Table 1. X-ray scattering data were collected in a transmission
geometry and the hair fibers were all carefully positioned
parallel along the axis ol the hair. The apparatus used to
mount the hair fibers in the experiment is shown in Fig. S1 of
the supporting information. Since thers was anisolropic
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Table 1
Sample-deteclor distance values {(Dgp) used and their respective ranges
for the scattering-vector values {g).

Vector modulus ¢ (A 1)

Dy (em) Source Hmin Yax
030 (USAXS) Cr 0.001 0.030
98.2 (SAXS) Cu 0.0125 0.170
14.3 (WAXS) Cu {.085 1.500
143 (WAXS) Mo 0.160 3.000

scattering, due (o the alignment ol the hair tresses, it was
necessary to perform sector analysis on the 2D images. The
program package FI720 {Hammersley, 2016) was used to
perform azimuthal and radial integrations in order to produce
one-dimensional curves of the scallering intensily as a [unc-
tien of the modulus of the momentum transfer, ¢, defined as
¢ = 4wsin(f)/ L, where 28 is the scattering angle. The program
package SUPERSAXS (Oliveira et al., 2009) was used for
standard data-treatment procedures. The Xenocs Xeuss
collects the forward beam that passes through the sample and
the integration over this peak gives the normalization lactor
for the collected data. The ‘blank” scattering for the back-
ground subtraction was the empty cell. The ranges of g for
each sample-detector distance are shown in Table 1.

2.4.2. Temperature-variation SAXS measurements. Small
hair tresses (about 30 fibers} of the groups VH, BH and SH
were joined and oriented vertically in a dedicated sample
holder containing a device allowing heating of the tresses in a
controlled manner. The sample holder was inserted in
NANOSTAR equipment from Bruker, which has a microfocus
source GeniX3D (Cu Ker, A = 1.54 A). collimation optics
FOX3D and two sels ol scatterless slits 2.0, all provided by
Xenocs. The sample—detector distance was 67 cm and the 2D
data were oblained using a Bruker VANTEC-2000 detector.
This detector is a 213 gaseous wire detector developed by
Bruker with a resolution of ~80 pm for each pixel size on a
matrix of 1024 x 1024 pixels. Azimuthal and radial integra-
tions on the 2> SAXS images were performed using the
program provided in the Bruker system. The program package
SUPERSAXS was also used for standard data-treatment
procedures. In this case, the normalization factor for the
experimental data is obtained by the use of a semitransparent
beamstopper. The integral of the intensity collected behind
the beamstopper provided the normalization factor (Oliveira
et al., 2009; Pedersen, 2004). The empty cell was used as a
‘blank” for the background subtraction. The mounting of the
hair tresses on the sample holder is shown in Fig. S2.

2.4.3. Neutron spectroscopy. Hydrogen mobility in hair
samples was investigated using quasi-elastic neutron scatlering
(QENS) and inelastic neutron scattering (INS) by means ol
the elastic xed window (EFW) method (Lauritsen et al.,
2018). Using this methodology, it is possible to assess the
evolution of neutrons that are elastically scattered by the
sample as a function of temperature. Analysis of the elastic
scaltering response allows determination ol the onset ol
proton meobility by the points of inflection in the collected
data. The mobility of the hydrogen in the hair matrix was

measured between 10 and 300 K with data collected upon
heating. The data, collected at the backscattering spectro-
meter IRIS (Campbell ef al., 2000), located at the 1SIS facility
in the UK, provide an elastic energy resolution ol 17.5 peV at
full width at half-maximum (FWHM). The data were collected
for an upper experimental observation time of ~200 ps and
normalized to the response observed at the lowest tempera-
ture. Information on molecular vibrations occurring over a
broad energy range from 1 to 1000 meV, corresponding to the
femtosecond domain, was obtained using the indirect-
geometry time-ol-flight neutron spectrometer TOSCA (Pinna
er al.. 2018), also located at ISIS. INS spectra for all samples
were recorded at 10 K. During these experiments, the samples
were conlined in {lat-plate aluminium containers sealed with
indium wire. The collected data were converled lo the inco-
herent dynamic structure factor, S(Q, w), using the Mantid
software {Arnold et al., 2014). The data were normalized to
sample mass and subsequently to the intensity of the elastic
line.

2.4.4. Thermogravimetry—mass spectrometry (TG-MS}
analysis. The hair snippets were inserted into an open ALO;
crucible containing 9.5-10.0mg of sample. The TG-MS
analysis was performed on un STA 409 PC Luxx (Netzsch)}
simultaneous TG/DSC instrument and a OMS 403C Agolos
(Netzsch) MSD mass spectrometer. Thermogravimetric curves
and mass spectra were collected in duplicate using a heating
rate of 10°C min * between 25 and 1000°C under dynamic air
atmosphere (50 ml min~").

2.4.5. Differential scanning calorimetry (DSC). DSC
measurements, performed in triplicate, of hair samples
immersed in waler were conducled on a power-compensated
instrument (DSC 6000, PerkinElmer, USA), using stainless
steel large-volume pans, which are pressure resistant up 1o
25 bur. The temperature range was 50-180°C with a heating
rate of 10°C min~' (Wortmann er al, 2002). Hair snippets
{~5 mg) were weighed into the DSC pans and 40 pl of water
was added. The pans were sealed and stored overnight prior to
the DSC measurements.

2.4.6. High-resolution 3D X-ray microscopy (HRXRM) and
data processing. Hair fibers (VH, BH, SH and BSH) were
imaged using a 3D X-ray microscope (ZEISS Xradia Versa
XRM-510) with an X-ray source voltage of 50 kV. In order to
have the best sample magnification/framing ratio, the sample-
to-detector and source—sample distances were 15 and 7 mm,
respectively, with the reference position at the sample holder.
This improved resolution using the 20X objective, placed just
before the CCD camera, was necessary to measure the
dimensions, in a total scan time of 3 h 30 min. The detector
pixel size was (L9 pm, which gives an overall spatial resolution
ol ~3 pm. The exposure times per radiograph were 10s.
Approximately 1000 views were collected [for each scun as
the sample rotated over 360°, with a detector resolution of
1024 x 1024 pixels and a field of view of 900 um. Volumetric
data were reconstructed from the obtained scan data using
the soltware Awvizo 9 (Thermo Fisher Scientilic) and X
Reconstructor (ZEISS Xradia), with center shift and beam-
hardening corrections.
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3. Results and discussion
3.1. X-ray scattering

WAXS and SAXS patterns were obtained in this work to
evaluate alterations in the organized structure of human hair
prior to and after cosmetic treatments. Figs. 1(a) and 1(b)
shows the 2D images obtained [rom WAXS using Mo (i =
0.71 A) and Cu (A = 1.54 A) X-ray sources, respectively. Visual
differences in the intensities are observed, indicating that the
treatments affect the molecular organization within the hair.
As seen [rom the 2D scattering images, there are regions with
higher intensity (peaks). which are related to periodic
distances inside the structure. For each sample, the integra-
tions indicated in Fig. 1(a), along the equatorial (perpendi-
cular to the fiber axis) and meridional (along the fiber axis)

Equatorial ring
reflection
4.6A
(a)
Equatorial
reflection
9.8A

Meridional
reflection
5.1A

A"
93 46 4 4z 00 ©2 04 38 0 an

Equatorial 7 3
(b) reﬂection'——fo
9.8A g

s

Meridional
reflection
514
Figure 1

LAl
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directions, were performed in order to analyze the specific
regions already identified in the literature (Wade et af., 2013;
Coderch et al., 2007).

With this procedure, one obtains 1D curves ol intensity as a
function of ¢. These plots are shown in Figs. 2(a) and 2(b)
(equatorial and meridional, respectively) with the profiles
obtained from the 2D wide-angle scattering region (g range
0.01-2.0 ;\_'L for all hair types. Two reflections (d spacings)
are visible in the equatorial and meridional patterns in all
types of hair: at 9.5 A (along the axis of the fiber) and 5.1 A
(the axial repeat spacing). The features ol these patterns
correspond well to the known d spacing between adjacent
coiled coils (Fraser e/ al., 1964; Busson ef al., 1999; Kreplak et
al., 2004) or Lo the distance of chains [rom other structures
(Kreplak et al, 2004) and the superhelical structure of

A A7

Meridional
sty

50 or ok <4 o

@A

2D images obtained from WAXS zone plancs on VH, BH, SH and BSH. The instrument setup: sample—detector distance = 14.3 em, detector = (@) Mo (3

- 071 &) and (b) Cu (. = 1.54 A).

261 (a)

T T T
04 06 08 10 12 14 16 18 20 22

-1
Figure 2 oA

"
04 06 08 10 12 14 16 18 20
q/At

[ntegrations ol the 2D scattering data in the WAXS zone planes with a sample-detector distance of 14.3 cm and Mo X-ray radiation: (a) equatorial and

(b) meridional reflections for VII, BII, SII and BSII.
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a-helices twisting around each other within coiled coils
(regular a-helical coiled-coil folding), respectively (Crick,
1952; Cohen & Parry, 1994; Lupas & Gruber, 2005). Most
importantly, the 5.1 A meridian arc becomes less evident in
straightened treated hair and another arc with a more intense
meridional signal at 4.3 A appeurs.

Cornwell er al. (1994) related the absence of a clear a-helix
reflection at 5.1 A to clear evidence in favor of the § form.
Zhang et al. (2015) reported that a reduction in the a-helical
signals at 9.6 and 5 A (equatorial and meridional directions,
respectively) in comparison with the lipid packing {at 4.3 5\) in
permanently waved hair samples is indicative of a reduced
number of coiled-coil proteins. Fig. 1(a) identified one signal
for distances of ~4.6 A due to the ring-like scatlering at
~1.4 A~ in the equatorial direction, which can be related 1o
distances between 8 sheets (Yu er al., 2017).

Fig. 3 shows the 2D images obtained from the smaull-angle
scattering region (g range 0.0125-0.17 Aﬁ)‘ where one can
acquire information on the supramolecular arrangements and
the interfaces between the structures.

The dillractograms exhibited dillerences in the anisotropic
lipid ring, in the intensity of the signal at 89 A (equatorial
reflection) and in the distribution of the diffuse scatlering
surrounding the beamstop in both hair tresses treated with
straightener. Among these changes, the BH tresses (previously

Equatorial
reflection
89 A

Meridional
reflection
67 A

Figure 3

published data; Lima er af, 2020) showed that oxidative
treatment changed only the intensity of the equatorial
reflection located at 89 A. Wade et af. (2013) and Cornwell et
al. {(1994) related the dilluse scallering to the presence ol
amorphous/disordered material of the sample and the inter-
faces between the supramolecular structures. Allerations were
also observed in the meridional reflection, shown by short-
ening in the signal at 67 A (Fig. 3; SH and BSH hair samples),
which indicates changes in the axial stagger between mol-
ecules along the IFs,

Figs. 4(«) and 4(h) show intensily proliles extracted [rom
the SAXS patterns for all the hair samples. The equatorial
SAXS zone [Fig. 4(a)] is related to the radial geometry of the
filaments and to their lateral packing organizalion in the
matrix.

The strong signal at 89 A is attributed to the microfibrils’
crystalline lateral organization (Briki er af., 1998; Fraser er af.,
1964), and this reflection has its shape changed and displaced
to smaller ¢ values in the straightened hair tresses (SH and
BSH groups), differently from what was observed in BH
(previously published data; Lima et af., 2020). These resulis
suggest that the acid treatment changed the IFs and therefore
changes the distance between the microfibrils. This fact could
be a result of protein denaturation using a hot flat iron
(180°C). Indeed, Istrate et al. (2009) demonstrated that the

q,A"]

2D images obtained [tom SAXS zone planes with a sample detector distance ol 98.2 em lor VH, BH (data already published in 2020), SH and BSH.
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Figure 4 a
Integrations of the 2D scattering data in the SAXS zone planes (sample detector distance = 98.2 em, Cu source): (@) equatorial and {h) meridional
reflections.
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Table 2

Enihalpy (AHp) values ol the hair samples obtained Itom the DSC data.

AH|, was obtained by integrating the area under the denaturation peak.

Sample Afly, £ standard deviation (J g™")
VH 175 £ 09
BH+ 150+ 1.0
SH 52+£06
BST 23406

1 Data already published in 2020,

increase of temperature promotes the unfolding of helical
domains (IFs), involving the transition from a relatively
ordered structure o a more (lexible, disorganized. open
polypeplide chain. The covalent S-8 bonds are very important
in this process because they control the strength of the inter-
face (IF matrix} and their breakage may lead to changes in
denaturation enthalpy (AHp). These interactions are related
to the stability of the 1F structure and the unfolding transition
of the helical material. A study by Baias ef al. (2009} supports
the hypothesis that the thermal denaturation pathway occurs
simultaneously with the collapse of the scaffold domains,
where the ¢-helix regions go [rom a relatively compact
ordered structure to more flexible, disorganized. open poly-
peptide chains.

These findings are in the same direction as the DSC data, an
interesting ool o investigale the melting of hard w-helix [iber
crystallites (Wortmann ef af., 2002). DSC curves and a plot for
the enthalpy changes are shown in Figs. 87 and S8. Table 2
shows the denaturation enthalpy values (AHp) acquired in
triplicate.

The samples ol straightened hair (SH and BSH groups) had
their AHp value decreased by about 70.0 and 88.0%,
respectively, when compared with VH tresses. Previously
published data showed that a single application of oxidative
bleach [20% (v/v); 30 min] can cause a minor decrease in the
content of liguid crystalline material hair (Lima er af., 2020).
This imporiant decrease in the Aff; values is related to the
loss of crystalline material {e-keratin IFs), also verified by
WAXS/SAXS, promoting the weakening of the fibers and
changes in their mechanical properties, like resistance and
elasticity (Wortmann er af, 2002; Grosvenor et al, 2018;
Monteiro ef of., 2005). Goshivama ef af. (2020) reported a
decrease in the tensile strength of ~355% in hair tresses treated
with acid-straightener formulation centaining Glyoxyloyi
Carbocysteine (and) Glyoxyloyl Keratin Aminoacids (and)
Waier (at pH 1.0 and thermal treatment). These hair samples
also had a decrease in tryptophan content and oxidation of the
melanin present in the cortex. Boga er al. (2014) reported
structure  alterations promoted by acid straightening
containing glyoxylic acid (pH ~ 2, thermal treatment) in yak
hair keratin. According to the authors, the treatment showed
secondary structure distribution
present in the cortex, with decreasing of the «-helix and
increasing S-sheet content. The lower A7, values shown in
Table 2 for the treated hair are therefore associated with the
decrease of the o-helix crystallites as mentioned above.

rearrangements in the

research papers

3.1.1. Changes in the lipid arrangements observed in the
SAXS patterns. Dillerent types of lipids, present in the hair
structure, [orm organized liquid crystalline structures and can
be investigated by SAXS experiments (Bertrand er al., 2003;
Coderch er al., 2007, Wade er al, 2013). These regions are
usually called CMCs. It is possible to find lipids with a more
nonpolar character, such as free fatty acids and cholesterol
esters, and also polar ones (Coderch ef al., 2007; Wertz et al.,
1986) as phytosphingosine, [ulty acid, ceramide, cholesterol
and cholesterol sulfate (Lee er al., 2005). Some studies indicate
that the organized packagings of these lipids give rise to
periodicity of 45 A, shown by a ring-shaped reflection (Yang er
al.,2014; Coderch et al., 2007) in the SAXS images (Fig. 4). For
lipid bilayers the peak width depends on membrane elasticity
and interactions, among a number of other [aclors (Nagle er
al., 1996). Since the hair CMC is composed of different types
of lipid, proteins efc., it is not simple to derive the dependency
of the peak width and other structural factors. Therefore, in
our analysis, the peak-width estimation was used [or the
lollowing discussions. From the FWHM value of the 45 A ring
(Scherrer equation; Guinier, 1994), it can be deduced that the
lipids are stacked within ~500-1000 A-thick granules. These
domains are spread throughout the cortex without any specific
orientation versus hair axis (Busson ef al., 1999). Bertrand et
al. (2003) reported the existence of a notable difference
between the SAXS patterns of cortical and cuticular lipids,
demonstrating that it is unlikely that lipids (il present) on the
surface of the hair fiber will contribute significantly to the
diffraction signal.

Figs. 4(¢) and 4(b) show an important change ol the lipid
liquid crystalline structures in the straightened hair lresses
(SH and BSH groups), which is demonstrated by the shilting
of their peaks to smaller ¢ values in relation to VH, indicating
changes in lipid packing. The lipid-ring signal shifted from
spacing = 45.5 A (VH) to d spacing = 56.2 and 57.4 A, for
straightened hair samples SH and BSH, respectively. Inter-
estingly, one can clearly sce a higher increase in the intensity
of the reflection of the planes in the equatorial [Fig. 4(¢)] in
relation to the meridional [Fig. 4(h)] directions, indicating
tendency of the crystalline planes to be oriented preferentially
parallel to the hair-fiber axis (Bertrand ef al.. 2003).

To investigate the thermal stability of the liquid crystalline
Tipid structures inside of the cortex, hair tresses (VH, BH and
SH groups) were measured in SAXS experiments under
controlled heating from 30 to 220°C. Figs. 5(a)-5(f) show the
diffractograms of the SH tresses, where one can see the shift of
the peak related Lo the distance between the lipid layers
(anisotropic ring) o lower ¢ values as the lemperalure
increases. This behavior is much less pronounced in the BH
tresses, which also show a change in reflection intensity at
45 A. These changes are attributed in the literature (Coderch
el al., 2007; Bertrand et al, 2003; Cornwell et af., 1994) to an
increase in bilayer distances in the multi-lamellar lipid strue-
turcs, which suggests swelling of the hair CMC.

These resulls involving straightening based on the blend of
carbonyl-based compounds have not yet been reported in the
literature. The findings in this work indicate a change in the
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lipid organization of the hair fiber with a higher retention of
the water inside the hair fiber. This indicates that a large
amount of water can be retained in the lipid hair membrane,
allecting the lamellar distances. A detailed identification ol
the peak positions and corresponding periodicities is shown in
Table S1 and Fig. S9 of the supporling information.

In other words, with increasing temperature, the reflection
at 56 A shifted to higher g values, decreasing the distance
between the lipid layers until it practically overlaps the value
ol the lipid signal in VH, at ~45 A, around 220°C. According
1o Coderch et af. (2007}, in contrast Lo the structural behavior
of lipids in other keratinized tissues, hair lipid lamellae have
the ability to retain different amounts of water as a function of
lipid concentration. Murthy er 4l (2019) investigated hydra-
tion of the hair fiber using neutron scallering measurements.
The authors reported that the lipid spacing increased with
hydration of the hair fiber, and it also appears that water is

more present outside the microfibrils. in the voids and at the
cortex interfaces. The authors also reported that the heat
treatments cause a reduction in the S-S bonds, promoting
openings in the matrix, which allects the structure and water
permeability.

3.1.2. TG-MS measurements. We used TG-MS (o evaluate
if the thermal behavior associated with change in the liquid
crystalline lipid granules is associated with mass loss. It was
possible to identify the gasses released {obtained by MS) with
the mass changes during the increase ol the temperature
(obtained (rom TG). Figs. 6(«) and 6(») show the overlap of
TG and the first derivative of the TG curve with respect to
time {DTG) (respectively) of samples of VH, BH and SH
tresses.

The DTG curves [Fig. 6(6)] show that the dehydration
profile is different (first mass-loss event) between the samples,
and the water content (data in Table 3) is eliminated more

3000 3000 3000
2500 2500 2500
© < S
5 200 3 2000 3 2000
T 1500 = 1500 G 1500
— 1000 — 1000 40°C — 1000 100°C
500 500
(b) 500 ()
010 015 020 025 010 015 020 025 010 045 020 025
q (A7) q(AY) q (A7)
3000 3000 3000
. 2500 o 2500 o 2500
3 2000 3 2000 5 2000
= 1500 T 1500 = ]
—S 1000 L = 1000 200°C ﬁ" 1500
1000 220°C
500 1y 500 |(g) 5001 (9
0.10 0.15 0.20 0.25 0.10 0.15 0.20 0.25 0.10 0.15 0.20 0.25
q(A) q (A7) q (A1)

Figure 5

Equatorial integrations of the 2D scattering data in the SAXS zone planes (sample—detector distance = 64 cm) in tresses of hair: VH (in black), BH {(in
red) and ST {in blue). Mcasurcments were abtained for 1 h at controlled temperatures: (¢) 30.0 L 0.25C, (5) 40.0 L 0.2°C, () 100 = 1°C, () 150 L 1°C,

(¢) 200 = 3°C and (f) 220 £ 3 C.
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Table 3
TG and MS results: range lemperalure (A7),
released gasses of each event of the hair sample.

mass loss {(Amr) and

Sample hair ~ Technique  Event AT Q)+ Am (%)
VH TG Dehydration 30-163 4.7
Decomposition 203-638 924
MS Gas e From 203 -
SCo 214-275 -
H,8 222-319 -
BH TG Dehydration 30-181 51
Decomposition 211-623 91.5
MS Gas CO, From 211 -
SCO 214-304 -
H-S 217-297 -
SH TG Dchydration 30-173 Al
Decomposition 177-668 929
MS Gias O, From 177 -
SCG 221-296 -
H,S 232-319 -

I Average of duplicate measuremenls,

slowly in the SH sample. In the second event, its mass loss
(keralin decomposition) is different from that shown in VH
and BH.

Brebu & Spiridon (2011} have shown that the variation of
mfz mass numbers {mass/charge ratio) with temperature
during TG analysis offers valuable information on the volatile
compounds formed during thermal degradation ol hair
samples. In the present work, the MS spectra [Figs. 7(a). 7(h)
and 7(c)] showed that, in the range of 25 to ~1257C, only
waler {m/z = 18) was released in the SH sample, which
conlirms that the decrease in distance between the lipid layers
observed in the SAXS in site measurements (Fig. 5) was
caused by the loss of water in the hair tresses during heating.

This behavior of the CMC shows that this microstructure
has a fundamental role in the retention of water inside the hair
shaft. Other gasses were also observed in the mass spectra of
these hair samples [Figs. 7(a), 7(b) and 7(c)]: CO- {m/z = 44),
SCO (m/z = 60) and H-S (m/z = 34). Lima ez al. (2019) also
detected the formation of classes of heteroatom-containing
compounds (sulfides and thiols) during the heating of hair,
originating from the thermal decomposition of amino acids.

However, in our research, the MS spectra of the SH sample
showed a release ol CO; (m/z = 44) at ~177°C, about 26°C
before the VH sample (Tuble 3). This behavior is seen in the
TG/DTG curves [in detail in Fig. 6(b)] of the SH sample,
which show the beginning of thermal decomposition — second
mass-loss event — before the VH sample.

To explain the higher ‘conlinement’ of the water molecules
between the lipid bilayers observed for 8H, we can consider
the following hypotheses:

(i} the acid straightening associated with the heat from the
thermal device forms a film around the fiber [according to
Goshiyama ef af. (2020)], hampering the ‘exit’ of the water,
which is verilied by TG data;

(ii) the deposition of the acid active (or its by-products) on
the surface and/or in the interior of the fiber promotes its
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Evolution of passes during the TG analysis of samples of hair: (@) VIL (5)
BH and (¢} SH. The gasses mvolved were H,O (miz = 18), CO, (miz =
44), SCO (miz = 60y and 11,5 (m/z = 34).

rigidity [according to Colenci (2017) and Goshivama er al
(2020})]. and the changes in the protein structure inside the
liber consequently cause a change in the ordination (packing)
of the fiber’s lipid composition, according to data obtained by
WAXS/SAXS measurements.

3.2, Neutron scattering

QENS and INS data from hair samples were used in this
study to investigate the hydrogen mobility arising from
proteins, lipids and water in the chemically changed structure.
Figs. 8(a) and 8(h) show the results. Collagen is the main
protein constituent of a wide variety of connective tissues in
antmals. For the INS data, the water bound 1o collagen was
assigned to bands with intensity at ~50 em™" and a broad band
between 500 and 800 cm ™' (Parker, 2001). The first vibration
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is assigned to the interhelical water hydrated sample and the
second signal to modes from both the tightly bound and
interhelical water. Fig. 8(a) shows an alteration in the intensity
ol the vibrational modes assigned (o the hydrogen aloms
around 500-800 cm ™' of the INS spectra of the hair tresses. In
this region, a slight difference in the intensity between the
types of hair was observed, while differences at ~50 cm™
were not detected. This is an indication that protein dena-
turation in the SH and BSH samples did not affect the water in
the microlibrils. Kamath e afl (2014) demonstrated that the
amount ol water adsorbed through hydrogen bonding and
exchanged with amine and amide nitrogen in the spaces
between the IFs (interhelical) appears to be relatively small
compared with that in mesoporous regions as multimolecular
layers. I[ one correlates these results with the SAXS data for
the straightened hair tresses {SH and BSH), it is possible to
conclude that the water molecules appear to be, preferably,
between the lipidic bilayers (CMC), located in the outer
region of the microfibrils (hair matrix).

Even though it was not possible to observe the peak of
amide [ at 1650 cm ™", since this is expected o be weak in INS
(Middendorf er al, 1995), other important features were
detected in the specira. For example, there are alterations in
the intensity at ~1330 and 1450 em™ for the treated hair
tresses, which were assigned by Festa ef al. (2019) to lipid
components and by Parker (2001) to displacement of the
groups CH, wag, CH, twist, CH; bend, CH bend. and CH,
symmetric and antisymmetric bend. This observation is also
reflected by the changes in EFW results [Fig. 8(a)]. repre-
sented as mean square displacements (Bordallo ef «f., 2010),
observed [or (he averaged ¢ wvalues. The data show the
increase in prolon mobility with the dilferent treatments,
observed by the greater and continuous decay of the curves
corresponding to each sample. This means that the structure of
VH is more rigid, where hydrogen atoms (from water, protein,
lipids) are less mobile.
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Table 4

Porosity data (maximum and minimum values).

% Porc volume

Sample Fiber number Minimum Maximum Average + standard deviation

VH 37 1.65 .53 3.26 & 1.05
BN 28 1.53 7.93 343 1 1.50
SH 34 0.70 827 351 £ 1.83
BSH 34 6.96 2089 1197 £ 3.62

Comparing the hair treated tresses, the QENS curve related
to BSH remained between the BH QENS curve and the SH
QENS curve. This shows that the overlapping treatments
promote a rearrangement in the hydrogenated molecules.
Taddei er al. (2013) detected changes in the average tyrosine
environment and its hydrogen-bonding state with increasing
glyoxylic acid incorporation, making the tyrosine residues
more exposed. These findings may explain the greater proton
mobility obtained in this research. In addition, the serine and
lysine amino acidic residues appeared to be involved in the
reaction with glyoxylic acid resulting in the formation of iminic
species. In this sense. the pH ol the lormulation appears an
important factor for subsequent reactions of the hair treat-
ments, even afler washing.

The above results indicate that the ‘starting point’ of the BH
tresses (which were exposed to pH =~ 10) and SH tresses (at
pH = 1) promotes important structural changes when
compared with VH {(pH =z 5). These explanations are also
supported by the HRXRM and USAXS data, which show a
significant difference in the quantified porosity for the sample
of BSH, as shown in the next section.

3.2.1. High-resolution 3D X-ray microscopy and computed
tomography (HRXRM) and USAXS. We used the ZEISS
Xradia Versa XRM-510 microscope Lo observe and quantily
the porosities of hair fibers of groups VH, BH and SH.
Table 4 shows these values expressed in percentages. The size
distributions were also obtained and are shown in Figs. S3-S6.
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(a) Nermalized evelution ef immobile protons on the nanesecond Llimescale obtained from dala collected using [RIS at [SIS. The error bars are within
the size of the symbeols. {#) Normalized vibrational spectra obtained at 10 K using the vibrational spectrometer TOSCA. VH samples are shown in black,
SH samples in red and BSH samples in green. In (o) the inlensily ol the signal is divectly proportional to the phonon density. In (#) the anomalous
decrease of the elastic intensity, indicated by an arrow and occurring around 80 K, is indicative of the onset of some type of diffusive motion that is faster
than the instrumental time resolution (40 ps). Blue dotted cireles indicate vibrational modes allributed 1o $ H torsion (~130 ¢cm ") and § H bending

(~950 em™") in L-cysteine (Bordallo er al., 2010; Pawlukoje ef al., 2005).
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The obtained values are within the resolution limit of the
technique and therefore one can compare the overall results
among the samples in the batch but not the exact values
themselves. From the percentage values, BSH showed the
highest values among the samples. In fact, these increases in
porosity corroborate findings in the literature by other
analytical techniques, which show that bleaching (oxidative
damage) makes the hair fiber more susceptible to damage
from subsequent treatments. This is due to, in addition to
melanin degradation (Robbins, 2012; Wollram ¢ af., 1970),
bleaching caused by hydrogen peroxide (which occurs at a pH
close to 10), causing detachment of cuticular layers and
removing the lipid I8-MEA (Masukawa e al, 2005),
promoting a greater capacity lor absorption ol cosmelic
actives, and therelore accelerating the kinetics of the action of
subsequent treatments (Marting Junior, 2015). In addition,
bleaching leads to alteration in the water retention of the hair
(Lima et af., 2020) and an increase in cysteic acid residues in
the fiber, causing a significant change in the distribution of
cross-electrostatic bonds {Wolfram e/ al., 1970). Wolfram et al.
(1970) suggest that the swelling ol BH is directly related to the
overall chemical modification of keratin by H.O- and may
represent a convenient means for the assessment of the extent
of damage.

(a)

Figure 9
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Figs. 9(a) and 9(b) show 3D and 2D images (respectively}
obtained by X-ray microtomography measurements of the
hair fibers. The images in the 2D part represent a section (in
the black axial plane) ol the [iber arrangements shown in
Fig. 9{a).

The porosity is represented by the blue dots. It is possible to
observe a significant difference in the increase in porosity
between the fibers subjected to bleaching followed by
straightening (BSH) and VH.

The USAXS data for each hair sample are shown in Fig. 10.
The 2D images show an anisotropic scallering, which indicates
the presence of anisotropic features in the hair fibers for the
USAXS region.

To altain a quantitative analysis of the scatlering, vertical
and horizontal cuts were performed on the USAXS data. The
1D curves are shown in Fig. 11. A model for Iractal structures
composed of spherical subunits was used to describe the data.
In this model the scattering intensity is given by

Tnoa() = S¢. P sphcn‘,(([ } Stracl4), (1)

where Sc is an overall scale factor and Py,..(g) is the
intensity form factor of spherical particles with radius R:

SH BSH

() 3D images showing the cuts used to obtain the porosity values of the hair fibers and (b) 2D images of the same cuts.

Figure 10

A"

2D images obtained from USAXS zone planes for the sample hair types. Sample—detector distance = 650 cm.
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3[sin(gR} — gR cos(gR)]|”
@R '

Psplmc(q) = { {2)
The structure lactor ol [ractal aggregates with (ractal dimen-
sion D, overall fractal size & and subunit characteristic radius R
is given by (Teixeira, 1988)

1 DI(D -1)

S =1+ ) 1,
) (GR)” [L+ (1/q2e)] 7"

X sin[(D — J)tan_](qf}] R 3)

where [(x) is the Gamma [unction. Another possibility is
having surface [ractal structures (Anitas, 2020; Bale &
Schmidt, 1984). In this model, pores are large (not visible on
the experimental g range), and therefore the contribution
comes mainly from the inner surface. In this case, the scat-
tering intensity is given by

S¢T(s — D) sinfr(Ds —1)/2]

o (f}') ~ qh 5

Frac

. “)

where S¥ is an overall scale factor and Dg is the fractal
dimension for the surface. Therefore, the main point of the
fractal analysis is the fact that for volume fractals one has
Hg) 2= ¢~ and for surface fractals one has [(g) = ¢~ "s), As
shown in Fig. 9, the hair fibers have pores, which give the main
contribution to the USAXS data. Due to resolution limits on
the HRXRM technique, it is not possible to see pores smaller
than ~3 um. USAXS, on the other hand, is certainly sensible
o pores smaller than this value. Therelore, the [ractal
contributions detecled by USAXS might come from volume
fractals for the smaller pores within the matrix and also from
the inner surface from the large pores. It is beyond the scope
of this article to give a deeper description of the pores, but the

Ife) [arb. u]

10° 1(IJ?
qlA"]
Figure 11

Table 5

Structural parameters obtained from the modeling ol USAXS dala.

The fractal subunit radius and the subunit radius for the form factor were set
to 15 AL

Cut direction Sample Se (107" DY £{10° A)

Horizontal VH 13 (8) 3.000 (1) 297 (100)
BH 24(1) 3.000 (1) 556 (100)
SH 114 3.000 (1) 372 (100)
BSH 3(1) 3.000 (1) 357 (100)

Vertical VH 10(6) 3.000 (1) 167 (70)
BH 13(8) 3.000 (1) 265 (100)
SH 12(3) 3.000 (1) 321 (100
BSH 2(1) 3,000 (1) 185 (80)

t The Iractal dimension Dy = 6 — I also has a value close 1o 3.0,

results obtained from the data analysis give structural insights
on the pore distribution in the system.

The results obtained from the modeling analysis are
summarized in Table 5. Since the curves are related o USAXS
dala, the optimization ol the small subunit sizes (used in either
the form factor or the [ractal structure [aclor) was very
unstable. Therefore. a typical value of 15 A was used, which
provided reasonable fits. For either the vertical or the hori-
zontal cuts, we obtained slopes of ~3.0, which could indicate
the lormation of volume {ractal structures {1 = 3.0} or rough
surface [ractals (Dg = 6 — D = 3.0). For the volume [ractal
hypothesis, the obtained fractal sizes indicate an interesting
behavior for each hair sample. For VH we obtained larger
fractal sizes for the horizontal cuts (perpendicular to the hair-
fiber alignment). Similar resulls were observed lor BH but
with larger sizes, indicating the increase ol the overall pore
sizes. For SH, on the other hand, the obtained sizes for the
vertical or horizontal cuts provide similar sizes for the fractal
sizes, with values slightly larger than those obtained for VH.

10° 107

alA’]

1D {u} vertical and (b) horizontal cuts of USAXS data. Symbols: experimental data. Solid lines: theoretical curves.
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Finally, for BSH, the results indicate the formation of larger
fractal aggregates in the vertical direction than in the hori-
zontal direction. The analysis of the overall scale factor S¢ is
also important since it is related Lo the overall pore [raction in
the system. We obtained the largest values for the BSH
sample, indicating that the fraction of the pores is larger in this
sample than in the other cases. The pore-size distributions
(Figs. 83-86) also indicate an increase of large pore fractions
in the BSH samples. All in all, the USAXS and HRXRM data
show a nice correlation and indicate the presence ol pores
inside ol the hair fibers, which varies according to the type ol
treatment.

4, Conclusions

In this work, we presented a multidisciplinary investigation
combining structural, thermodynamic. vibrational, micro-
scopic and thermogravimetric data for the investigation of
human hair tresses. It was shown that the hair straightener
containing a blend ol carbonyl-based compounds modified
microstructural components of the fiber. These data corro-
borated those reported in the literature, evidencing that this
type of procedure causes marked changes in the hair fiber
cortex. The main changes include (i) denaturation of the 1Fs
(keratin -helix); (i} swelling of the CMC, shown by the
distancing of the lipid bilayers; (iii} greater susceplibility to the
cortical porosity of the fiber when applying this type of
straightener to previously bleached hair; (iv) alteration in the
groups (CH,) of the lipids; and (v) increased proton mobility
in the structure.

The presence ol pores inside the hair [ibers and their
variation according Lo the Lype of treatment on the liber were
investigated using HRXRM and USAXS. The results indi-
cated the variation of the pore sizes and fraction depending on
the treatment of the fiber. The pore fraction is directly related
to the fiber mechanical resistance and our investigations
provide important results on this point. In addition, it was
possible 1o verily that the lipid bilayers ol the cortex have a
significant importance in water retention inside the fiber.

All these data associated with those reported in the litera-
ture demonstrated that the action mechanism of acid
straightener products on hair is complex. The approach
proposed in this work is applicable [or a detailed evaluation ol
alterations to microstructure at different length scales inside
the hair fiber prompted by different cosmetic treatments.
Interestingly, these techniques involve non-destructive testing
of samples. The results shown in this article can provide
support lo companies, tesearchers and prolessionals in hair
cosmelology [or proper understanding ol the changes caused
by acid actives in hair fibers under heating.
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