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Resumo

O tingimento dos cabelos é um processo adotado por milhfes de pessoas em todo o
mundo, e envolve reacdes oxidativas complexas entre agentes precursores e acopladores em
meio oxidante alcalino no interior do fio de cabelo. Embora estes compostos estejam presentes
em tinturas comerciais de cabelos, poucos estudos séo encontrados com foco no monitoramento
de produtos e subprodutos formados a partir destas reacdes, em &guas de rejeitos de saldo de
beleza e outras amostras ambientais e bioldgicas. Esta abordagem, poderia ser de alta
relevancia no entendimento da persisténcia e biotransformacéo dessas substancias, ja que nos
altimos anos, varios estudos levantaram questionamentos a respeito da toxicidade,
mutagenicidade e genotoxicidade, acompanhada de uma grande preocupacdo dos Orgaos
reguladores de protecdo ambiental e de salide humana a respeito desses compostos.

Tendo em vista, contribuir para o melhor entendimento dessas reacbes, o presente

trabalho propos investigar a estabilidade dos precursores p-toluenodiamina (PTD) e p-

aminofenol (PAF), em meio alcalino de 0,1 mol L™ de tamp&o aménio a pH 8,0, na presenca e
na auséncia de agente oxidante (peréxido de hidrogénio). A reacdo de oxidacdo da PTD
apresentou a formacdo de varios intermediarios de reacdo como os derivados do radical semi-
quinonadiimina, quinonadiimina, difenilamina e o produto derivado da Base de Bandrowski
(BB). A reacdo de oxidacdo do PAF apresentou a formacao de varios intermediarios de reacéo
como os derivados do radical semi-quinonaimina, quinonaimina, além da formacédo de dimeros,
trimeros e um tetrdmero. A reacdo entre a PTD e o PAF apresentou a formacdo de varios
intermediarios e produtos finais de reacdo oriundos da oxidacdo da PTD e do PAF e de seis
diferentes produtos.

Testes de mutagenicidade dos produtos finais da PTD e do PAF, bem como da reagéo
entre ambos, foram realizados com bactérias Salmonella enterica Typhimurium YG1041, com e
sem ativacdo metabdlica. Os resultados obtidos mostrou alta mutagenicidade para o derivado
da BB e para os produtos da reacdo entre a PTD e o PAF, e os produtos formados pela oxidacéo
do PAF ndo mostraram mutagenicidade. Testes de toxicidade aguda, realizados com Daphinia
similis, mostraram alta toxicidade.

Uma metodologia analitica foi desenvolvida para a determinagdo de PTD e PAF por
CLAE/DAD. O meétodo obteve relagbes boas lineares, bons limites de deteccdo e de
quantificacdo com boa recuperacdo. O metodo foi aplicado de maneira satisfatoria em amostras
de agua, bem como em amostra de efluente de saldo de cabeleireiros. As concentragdes

encontradas, de PTD e de PAF, para amostra de agua antes do tratamento foi de 2,48 +
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0,10x10% e 1,90 + 0,30x10° mg L™, para a amostra de agua apds o tratamento foi de 1,77 +
0,10x10% e 1,30 + 0,20x10° mg L, e para amostra de efluente de saldo de cabeleireiros foi de
2,08 £ 0,20 mg Lt e 2,10 + 0,50 mg L, respectivamente. Na amostra de efluente foram
identificados varios produtos da oxidagdo da PTD, do PAF e da reacdo entre ambos.

O comportamento eletroquimico oxidativo da PTD e do PAF foi investigado. As
reacOes de oxidacdo da PTD e do PAF mostraram ser reversiveis, controladas por difusdo e
pela transferéncia de dois elétrons e dois prétons tanto para a PTD quanto para o PAF. Um
mecanismo de oxidacgdo eletroquimica para a PTD e para o PAF foi proposto. Os coeficientes
de difusdo da PTD e do PAF foram determinados, e os valores foram de Dprp = 1,57x107° cm?
st e Dpar = 1,03%x10° cm? s2, respectivamente.

Uma metodologia analitica para quantificacdo desses precursores, em amostras de
fluidos bioldgicos de soro fetal bovino (simulando o plasma sanguineo humano) e de urina
artificial (simulando a urina humana), foi desenvolvida. A quantificacdo eletroquimica, na faixa
de concentragio de 1,0x107 a 1,0x10° mol L%, mostrou um limite de detecgdo de 1,2x107" mol
L para a PTD e de 1,7x107 mol L™ para o PAF. O método eletroanalitico desenvolvido foi
aplicado satisfatoriamente para a determinacdo de PTD e PAF em amostras de soro fetal bovino
e de urina artificial.

O comportamento eletroquimico da queratina capilar humana foi investigado. Para
isso, foi realizada a constru¢cdo de um biossensor de queratina pela modificagdo de um
eletrodo de carbono vitreo com queratina de cabelo humano por voltametria de pulso
diferencial. O comportamento eletroquimico da queratina mostrou dois picos de oxidacao
dependentes do pH. O primeiro pico correspondeu ao primeiro pico de oxidacao dos residuos
de aminoacidos cisteina, Plcis, em EP1 =+ 0,53 V, e 0 segundo pico correspondeu ao terceiro
pico de oxidagdo dos residuos aminoécidos cisteina e ao segundo pico de aminoécidos
metionina P2cis + met, em EP2 = + 1,28 V.

Foi estudada também a desnaturagdo da queratina de cabelo humano, pela incubacéo
da queratina com agentes desnaturantes ureia e dodecil sulfato de sodio, e com o agente
redutor tris(2-carboxietil) fosfina, por voltametria de pulso diferencial. Por fim, foi estudada a
interagdo da queratina com a PTD e o PAF, por voltametria de pulso diferencial e
espectroscopia de impedancia eletroquimica, pela incubacdo da queratina com esses
precursores, por diferentes periodos de tempo, a fim de entender o processo de tingimento dos
cabelos e a fixacdo desses compostos no interior da fibra capilar. Os resultados dos

experimentos de desnaturagéo e da interagdo da queratina com 0s precursores mostraram que
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tanto os agentes desnaturantes, quanto os agentes redutores e precursores promoveram um
aumento nas correntes de pico dos residuos de aminoacidos eletroativos, ao longo do tempo
de incubacgdo. Além disso, foi verificado o aparecimento de novos picos de residuos de outros
aminoacidos presentes na estrutura da queratina, pelo desdobramento da estrutura da molécula
da queratina, estavam enterrados e/ou encobertos.

Por fim, foi desenvolvido um sensor eletroquimico em eletrodo impresso de carbono,
modificado com nanoparticulas magnéticas (NPM) de ferro funcionalizadas com grupos &cido
carboxilico e L-cisteina. As NPM funcionalizadas foram depositadas em cima do eletrodo de
trabalho, onde ficaram imobilizadas pela atracdo magnética do ima de neodimio, fixado em
um suporte construido em impressora 3D. O comportamento eletroquimico dos analitos foi
avaliado e o sensor eletroquimico mostrou-se bastante promissor na determinacdo da PTD e
do PAF, com um ganho de corrente de 34,0% para a PTD e de 51,7% vezes para o PAF
comparado ao eletrodo impresso sem as NPM. O processo de oxidacdo da PTD mostrou ser
um processo irreversivel com reacdes quimicas do produto, com um de pico de oxidagdo em
potencial de Eoxetp = + 0,25 V. Para 0 PAF observou-se que a oxidagdo foi um processo
reversivel com reacdes quimicas do produto em potencial de Eoxpar = + 0,21 V. Por fim, o
método foi otimizado quanto ao tempo de deposi¢do dos analitos, concentracdo e volume de
NPM a serem depositadas sobre o eletrodo. As otimizacdes apresentaram como condi¢des
6timas um tempo de deposicdo de 3 minutos, concentracdo e volume de NPM de 1,0 mg mL*

e 50,0 uL, respectivamente.

Palavras Chave: p-toluenodiamina, p-aminofenol, corante de cabelos permanentes, queratina,

efluente de saldo de cabeleireiros, nanoparticulas magnéticas
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Abstract

The hair dyeing is a process adopted by millions of people worldwide, and involves
complex oxidative reactions between precursor and couplers agents, in alkaline oxidizing
medium, inside the hair strand. Although these compounds are present in commercial hair
dyes, few studies are found with a focus on monitoring products and byproducts formed from
these reactions, during the hair dye process, in salon wastewater and other environmental and
biological samples. This approach could be of high relevance in understanding of the
persistence and biotransformation of these substances, since in recent years, several studies
have raised questions about toxicity, mutagenicity and genotoxicity, accompanied by a major
concern of the regulatory agencies for environmental protection and health about these
compounds.

In order to contribute to a better understanding of these reactions, the present work
proposed to investigate the stability of the precursors p-toluenediamine (PTD) and p-
aminophenol (PAP), in an alkaline medium of 0.1 mol L™* ammonium buffer at pH 8.0, in the
presence and absence of oxidizing agent (hydrogen peroxide). The PTD oxidation reaction
showed the formation of several reaction intermediates, such as the derivatives of the semi-
quinonediimine radical, quinonediimine, diphenylamine and the product derived from the
Bandrowski’s Base (BB). The PAP oxidation reaction showed the formation of several
reaction intermediates, such as those derived from the semi-quinoneimine radical,
quinoneimine, in addition to the formation of dimers, trimers and tetramer. The reaction
between PTD and PAP showed the formation of several intermediates and final reaction
products arising from the oxidation of PTD and PAP. In addition to these products, the
formation of six different products were identified.

Mutagenicity tests of the final products of PTD and PAP, as well as of the reaction
between both, were carried out with bacteria Salmonella enterica Typhimurium YG1041, with
and without metabolic activation. The results obtained showed high mutagenicity for the
derivative of BB and for the products of the reaction between PTD and PAP, and the products
formed by the oxidation of PAP did not show mutagenicity. Acute toxicity tests, performed
with Daphinia similis, showed high toxicity.

An analytical methodology was developed for the determination of PTD and PAP by
HPLC-DAD. The method obtained good linear relationships, good limits of detection,
quantification and recovery. The method was applied satisfactorily in water samples, as well

as in a haidressing salon effluent sample. The concentrations found of PTD and PAP, for
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water sample before treatment were 2,48 + 0,1x10 and 1,90 + 0,3x10° mg L, for the
sample of water after treatment was 1,77 + 0,1x10° and 1,90 + 0,3x10° mg L, and for a
hairdressing salon sample it was 2,08 + 0,2 mg L™ and 2,10 + 0,5 mg L™}, respectively. In the
effluent sample, several oxidation products of PTD, PAP and the reaction between them were
identified. This shows that considerable quantities of these products are being discharged into
the common sewer daily.

The oxidative electrochemical behavior of PTD and PAP was investigated. The
oxidation reactions of PTD and PAP have been shown to be reversible. The reaction was
controlled by diffusion, by transferring two electrons and two protons to PTD, which occurred
in the nitrogen atoms of the amine groups of the molecule. The oxidation of PAF was
controlled by diffusion, and by the transfer of two electrons and two protons, which occurred
in the oxygen and nitrogen atoms of the hydroxyl and amine groups of the molecule,
respectively. An electrochemical oxidation mechanism for PTD and PAP has been proposed.
The diffusion coefficients of PTD and PAP were determined, and the values were Dptp =
1.57x107° cm? st and Dpap = 1.03x107° cm? s, respectively.

An analytical methodology for quantifying these precursors, in samples of biological
fluids from fetal bovine serum (simulating human blood plasma) and artificial urine
(simulating human urine), was developed. Electrochemical quantification, in the
concentration range of 1.0x10” to 1.0x10 mol L, showed a detection limit of 1.2x10°" mol
L for PTD and of 1.7x107 mol L for PAP. The electroanalytical method developed was
applied satisfactorily in samples of fetal bovine serum and in artificial urine.

The electrochemical behavior of human capillary keratin was investigated. For this,
the construction of a keratin biosensor was performed by modifying a glassy carbon electrode
with human hair keratin by differential pulse voltammetry. The electrochemical behavior of
keratin showed two pH-dependent oxidation peaks. The first peak corresponded to the first
oxidation peak of the cysteine amino acid residues, Plcys, at EP1 = + 0.53 V, and the second
peak corresponded to the third oxidation peak of the cysteine amino acid residues, the second
methionine amino acid peak and the peak of oxidation of histidine P2cys + met amino acid
residues, at EP2 =+ 1.28 V.

Human hair keratin denaturation was also studied, by incubating the keratin with
denaturing agents urea and sodium dodecyl sulfate, and with the reducing agent tris-(2-
carboxyethyl)-phosphine, by differential pulse voltammetry. Finally, the interaction of keratin

with PTD and PAP was studied, using differential pulse voltammetry and electrochemical
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impedance spectroscopy, through the keratin incubation with these precursors, for different
periods of time, in order to understand the dyeing process of the hair and the fixation of these
compounds inside the hair fiber. The results of the denaturation experiments and of the keratin
interaction with the precursors showed that both the denaturing, reducing and precursor agents
promoted an increase in the peak currents of the electroactive amino acid residues, over the
incubation time. Probably, these compounds did not induce oxidative damage to keratin, but
caused an unfolding of the morphological structure and this provided that amino acid
residues, which were buried or covered up, were more exposed to the surface of the biosensor,
facilitating its oxidation. In addition, the appearance of new peaks of residues of other amino
acids present in the keratin structure was verified, which were also buried and/or covered by
the unfolding of the keratin molecule structure.

Finally, the study of PTD and PAP was carried out on a printed carbon electrode,
modified with iron magnetic nanoparticles (MNP) functionalized with carboxylic acid and L-
cysteine groups. The functionalized MNP were deposited on top of the working electrode,
where they were immobilized by the magnetic attraction of the neodymium magnet, fixed on
a support built in a 3D printer. The electrochemical behavior of the analytes was evaluated.
The modified electrode with the nanoparticles proved to be very promising in the
determination of PTD and PAP, with a current gain of 34.0% for PTD and 51.7% for PAP,
compared to the printed electrode without MNP. The PTD oxidation process was indicative of
being an irreversible process with chemical reactions of the product, with a peak oxidation
potential of Eoxprp = + 0.25 V. For PAP, it is observed that the potential oxidation of Eoxpap
= + 0.21 V. Finally, the method was optimized regarding the time of deposition of the
analytes, concentration and volume of MNP to be deposited on the electrode. The
optimizations presented a deposition time of 3 minutes, concentration and volume of MNP of

1.0 mg mL* and 50.0 uL, respectively.

Keywords: p-toluenediamine, p-aminophenol, permanent hair dyes, keratin, wastewater from

hairdressing salon, magnetic nanoparticles.
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1. Introducéo

O cabelo é um componente muito importante do corpo dos mamiferos, pois é um
revestimento externo que colabora para criar uma barreira de prote¢do do animal e 0 ambiente
ao qual ele estd inserido (1,2). Embora ndo possua uma fungdo bioldgica vital nos seres
humanos, os cabelos possuem significados psicoldgicos considerdveis, tendo papel
fundamental na construcdo da imagem e na identificacdo corporal de homens e mulheres (1-
5).

O comprimento, cor e estilo dos cabelos sdo imprencindiveis para a aparéncia fisica e
auto-percepc¢do, podendo ser modificados de acordo com o desejo e de como o individuo quer
ser visto diante dos demais (5). Diferente de outros atributos fisicos, a mudanca nos cabelos
podem ser facilmente realizadas, sem a necessidade de se recorrer a um procedimento
cirtrgico (3,4,6). Talvez por esta razdo, desde a antiguidade, os homens tém desenvolvido
produtos e técnicas que buscam as mais diversas mudancas e alteragdes nas caracteristicas
fisicas dos cabelos como: cor, textura e forma. (1,4)

O ser humano ao longo de sua existéncia sempre destinou parte de seus cuidados
pessoais aos cabelos, o que pode ser comprovado pela imensa quantidade de produtos
cosméticos e farmacéuticos criados, cujas fungdes vado desde uma simples limpeza,
restauracdo de fios danificados, alteracBGes das caracteristicas fisicas, até a remediacdo contra
a queda, a calvice e demais doencas inerentes aos cabelos. Diante da vasta variedade de
produtos destacam-se os corantes capilares, que tem como fungdo primordial devolver e/ou
alterar a pigmentacéao natural dos cabelos. (4,7)

As tinturas capilares sao classificadas, de acordo com a origem, em tinturas vegetais,
onde a tintura € obtida ou extraida de plantas ou parte delas (ex. henna, camomila e cinchona),
em minerais ou metalicos, onde alguns minerais ou sais metélicos sdo utilizados para
escurecer ou clarear gradualmente os cabelos (ex. nitrato de prata ou sais de chumbo), e em
sintéticas, que sdo classificadas de acordo com a resisténcia a lavagem e pelo grau de
permanéncia. (2,8-10)

As tinturas sintéticas capilares podem ser basicamente classificadas como:
temporarias, semipermanentes e permanentes (2,4,8,11-13,16-18). Dentre estas, as tinturas
permanentes sdo as mais utilizadas e representa ao redor de 80% dos corantes usados no
mercado mundial, devido principalmente a sua durabilidade, versatilidade e facilidade de
aplicagéo. (8,12,17)
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O uso de corantes capilares sintéticos aumentou significativamente ao longo dos anos
em todo o planeta, isto se deve ao fato do consumidor ter uma variedade cada vez maior de
produtos de diferentes marcas, composicoes e coloragcfes a sua disposicdo. As mulheres sdo as
maiores consumidoras, onde atualmente mais de 50% das mulheres em todo o0 mundo fazem o
uso de tinturas de cabelos sintéticas comerciais. Dentre os homens, acredita-se que pelo
menos 25% dos homens em todo o planeta fazem regularmente o uso de tinturas de cabelos
sintéticas comerciais. (11,14-21)

Nos Estados Unidos, aproximadamente 33% das mulheres com idade superior a 18
anos e mais de 10% dos homens com mais de 40 anos colorem seus cabelos (8,11,22,23).
Dentro deste panorama, o Brasil ndo fica muito atras. Uma pesquisa realizada pelo Target
Group Index mostrou que cerca de 26% da populacdo adulta utiliza com frequéncia tintura
para os cabelos, sendo que desse total de pessoas, 85% é composto por mulheres e 15% por
homens. (8)

O processo quimico de tingimento dos cabelos com corantes permanentes € bastante
complexo, envolvendo multiplos componentes com diferentes funcdes e baseado em
processos tecnoldgicos desenvolvidos e aprimorados ha mais de 150 anos. Em um tingimento
rotineiro, o processo € basicamente norteado por complexas reacfes oxidativas entre duas
substancias misturadas em meio alcalino e oxidante. (8,24-27)

Uma dessas substancias utilizadas na composicdo da cor de corantes capilares
permanentes € o intermediario primario, que também € denominado de agente precursor. O
agente precursor consiste basicamente de aminas aromaticas orto e para-substituidas com
grupos amino e/ou hidroxilas, tal como a p-fenilenodiamina (PFD), a p-toluenodiamina
(PTD), o p-aminofenol (PAF) e seus derivados (2,11,13,23,27).

Outro componente utilizado na mistura € o agente acoplador ou modificador, onde sao
muito utilizados os derivados aromaticos meta-substituidos, tal como: m-fenilenodiaminas, 0s
m-aminofenadis, resorcinol (RSN), naftol, dentre outros. Os acopladores sdo substancias que
tem a funcdo de determinar a cor final da coloracéo, por meio da reagdo com a forma oxidada
dos intermediarios primarios, em uma propor¢do molar aproximada de (1:1), seguida por
outras reacOes de acoplamento oxidativo. (2,8,11,27)

Por fim, é utilizado um agente oxidante em meio alcalino. Preponderantemente é
preferido o uso do peroxido de hidrogénio na presenca de amonia. (4,8,27)

Diante desses componentes, 0 processo de tintura permanente ocorre com a mistura do

intermediério priméario e o agente acoplador em meio alcalino na presenca de uma solugéo de
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peroxido de hidrogénio. A mistura entdo é aplicada nos cabelos, onde os precursores, e 0s
acopladores juntamente com o peroxido de hidrogénio difundem para o interior do fio de
cabelo, onde apds reacdes quimicas especificas forma-se um composto colorido com alta
massa molar que sao absorvidos pelo cortex capilar. (4,8,27)

De modo geral, 0os compostos quimicos presentes nas tinturas capilares sintéticas
permanentes como precursores, acopladores, aditivos, entre outros sdo considerados, de certa
forma, os compostos mais reativos da industria cosmética, o que faz a formacdo da cor
permanente um processo complexo e que envolve sequencialmente a oxidagdo do
intermediario primario com varios acopladores. (8)

A tonalidade final da coloracdo depende principalmente da composicéao, da quantidade
e da natureza dos produtos utilizados. Depende também do pH, do tempo, da temperatura de
reacdo e da velocidade de difusdo dos componentes para o interior do fio de cabelo. Deste
modo, apds um processo rotineiro de tintura, pode-se encontrar nas formulacgdes de tinturas de
cabelos diferentes produtos quimicos imprescindiveis para desenvolvimento da cor,
persisténcia e estabilidade, além de grande profusdo de corantes com as mais diversas
caracteristicas. Assim, a tintura de cabelo é uma arte ditada pela cinética quimica de uma
complexa reacdo e por mecanismos de difuséo. (18,27)

Ao longo dos anos a PTD e o PAF veem sendo cada vez mais utilizados nas
composicdes de tinturas capilares permanentes (8,25,28-30). Em alguns casos, como por
exemplo no leste europeu, a PTD € utilizada em muitas formulacdes para substituir a PFD
(8,28,29). Além disso, a PTD é também muito utilizada como intensificador de cor na
producdo de tintas para tatuagens de henna e sintese de alguns azo corantes, como o vermelho
basico 2 e o marrom acido 103. (28,30)

Atualmente, a classe das arildiaminas, a qual pertence a PFD, a PTD e seus
derivados, tem preocupado cada vez mais as agéncias de salde e de meio ambiente ao redor
do mundo a respeito dos aspectos ambientais e toxicoldgicos (8,28). Isso faz que com que
essas substancias fiqguem sujeitas a regras e regulamentos mais criteriosos e exigentes. A The
European Economic Community Cosmetics determinou, em uma diretiva, valores limites de
concentracdo maxima permitida de diversas fenilenodiaminas nas composi¢fes de corantes
capilares permanentes e em tinturas de henna. Esses valores sdo de 6% para a PFD e 10%
para a PTD, desde que esses produtos apresentem excesso de acopladores em sua composic¢éo.
(28)
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As tinturas capilares sintéticas apresentam relativa toxicidade, onde grande parte dos
principais ingredientes que compdem suas formulacGes, como a PFD, a PTD e o PAF
apresentam propriedades de toxicidade aguda moderadas (27), bem como riscos associados a
alergias e dermatites. (8,27,31-33)

As aminas utilizadas como precursores podem ser facilmente oxidadas quando
expostas, por exemplo, a luz solar ou ao oxigénio dissolvido no meio (28,34,35), podendo se
polimerizar e formar subprodutos de alta toxicidade, como a Base de Bandrowski (BB), que é
produzida pela oxidacdo e posterior polimerizacéo da PFD. (8,28,36)

A presenca dos acopladores na composicdo das tinturas capilares tem por funcéo
formar o corante de coloracdo desejada, e isso faz com que a formacdo de subprodutos
oriundos da oxidacdo dos precursores seja atenuada. Porém, mesmo nas condicdes
determinadas pelo fabricante, nem todo o precursor presente na formulacdo reage com o
acoplador, de modo que uma certa quantidade desses subprodutos é formada (28). Portanto,
um estudo das propriedades, do comportamento do mecanismo de reagdo, dos produtos e
subprodutos que sdo gerados dessas aminas é de grande valia e extremamente necessarios
para o entendimento do processo de tingimento dos cabelos como um todo.

A maioria dos estudos com foco nos riscos ao meio ambiente e & salude humana por
estes corantes, seus precursores, acopladores, aditivos e produtos secundarios formados sao
baseados nos corantes permanentes com uso da p-fenilamina, da PFD e de alguns aminofenois
(8,37). No entanto, pouco se sabe ainda a respeito desses compostos, 0 que é bastante
preocupante, pois sabe-se que algumas aminas aromaticas usadas na preparacdo das
formulacBes das tinturas sintéticas, ou formadas por biodegradacdo e/ou por degradagédo
parcial dos corantes usados séo substancias biologicamente ativas e podem ser absorvidas
percutaneamente (38-40), o que poderia produzir efeitos mutagénicos ou carcinogénicos (38-
42). Todavia, a toxidade dos corantes de cabelos e os ingredientes usados na sua composi¢do
ainda € pouco investigada, com dados bastante conflitantes, principalmente em relacéo ao real
risco aos consumidores. (9,11)

Além disso, poucos estudos também sdo encontrados com foco no monitoramento
desses compostos, de seus produtos e subprodutos reacionais em amostras ambientais de
aguas de rejeito de saldo de beleza, aguas superficiais e agua potavel, e em amostras
biolégicas como sangue, urina e outros fluidos bioldgicos. Outro aspecto importante, e que
precisa ser avaliado, é a formacdo dos produtos principais e secundarios destas reagdes com

outros compostos utilizados na composi¢do das tinturas capilares, que também sdo pouco
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estudados e podem ser formados durante o processo de tintura permanente. Isto poderia ser de
alta relevancia no entendimento da persisténcia, biotransformagédo, toxicidade,
genotoxicidade, mutagenicidade e avaliacdo da presenca dessas substancias em amostras
bioldgicas como sangue, urina e outros fluidos bioldgicos, e em amostras ambientais como
efluentes de salBes de cabeleireiros, dgua de captagdo de estacdes de tratamento de agua bem
como no meio ambiente como um todo, uma vez que esses efluentes sdo descartados no
esgoto comum das cidades podendo contaminar os reservatorios de captacdo de agua para
abastecimento das cidades, ressaltando que as técnicas convencionais utilizadas para o

tratamento de 4gua ndo conseguem, de maneira efetiva, tratar esse tipo de residuo. (43-45)

2. Revisao bibliografica
2.1. Estrutura e morfologia do cabelo humano

Os pélos e/ou cabelos sdo importantes componentes na estrutura fisiolégica de um
organismo animal (1,2). Presente exclusivamente nos corpos dos mamiferos, os pelos e/ou
cabelos podem ser definidos como estruturas epidermais bastante especializadas. (2,7)

O cabelo é considerado a primeira barreira mecanica de protecdo do corpo dos
mamiferos contra agentes externos presentes no ambiente, protegendo o individuo
principalmente contra as radiagBes solares e a abrasdo mecénica. Além disso, os cabelos
também atuam como isolante térmico, contribuem significativamente no aumento da
superficie de evaporacdo do suor, auxilia nas funcdes nervosas e sensoriais cutaneas, e na
regeneracdo epidérmica (1,2). Em especial, os pélos presentes no interior das fossas nasais
ttm como funcgdo filtrar o ar inspirado, servindo como filtro de retencdo de material
particulado suspenso no ar, além de retardar o fluxo de ar para o sistema respiratério, podendo
aquecer ou resfriar o ar inspirado para o interior do corpo (46). Nos seres humanos, além das
fungdes bioldgicas, o cabelo tem um grande significado psicoldgico (1,2,5), participando da
construcdo e no desenvolvimento da imagem corporal, comunicacdo e expressdo de emocdes
(pelos das sobrancelhas), da estética e na autoidentificagdo dos homens e das mulheres.
(2,3,4)

O cabelo consiste basicamente de uma raiz localizada na parte interna da derme e de
uma haste projetada, em forma de tubo, para a parte externa da epiderme, conforme é
mostrado na Figura 1. (8)

O foliculo piloso ou capilar cresce longitudinalmente, de forma continua e inclinada,

dentro do canal pilarico ou poro (regido que compreende desde a entrada do ducto da glandula
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sebécea até a superficie da pele) até a parte externa da epiderme. Na parte inferior, o foliculo
piloso, Figura 1, apresenta uma regido basal bastante dilatada, em formato de cebola, com um
diametro maior em relacdo ao restante de sua estrutura, denominada de bulbo, que tem sua
cavidade interna totalmente preenchida com um tecido conectivo denominado de papila
dermal. (7,8,46)

A parte do foliculo superior ao bulbo, Figura 1, que se estende através do canal
pilarico, é denominada de haste. A haste do cabelo tem um formato cilindrico e é bastante

resistente as diferentes forcas degenativas como: friccdo, tensdo e radigdo ultravioleta (46).
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Figura 1. Estrutura tegumentar humana com uma unidade pilossebacea.

Fonte: Adaptado do site “Aula de Anatomia.com” (https://www.auladeanatomia.com/novosite/sistemas/sistema-
tegumentar) (47), e do site “Tricologia” (https://www.tricologia.com.br/sobre_cabelos_2.asp) (48). Acessado dia
28/12/2019.

Os cabelos sdo formados basicamente por um conjunto organizado de células
altamente queratinizadas e se divide em quatro camadas: medula, cortex, cuticula e complexo
de membrana celular (Figura 1). (7,8,13,46)

A medula é a parte mais interna e fica localizada na parte central dos cabelos (Figura
1). Geralmente é encontrada em cabelos mais grossos, ou seja, com didmetro maior, e

7

ausentes cabelos mais finos (7,46). Basicamente, a medula é composta por células
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queratinizadas e sua estrutura é formada por inimeros vacuolos, poros e cavidades, com
espacos inter e intracelulares cheios de ar (8,46), como pode ser observado em uma imagem
de microscopia eletrénica de varredura (MEV), Figura 2, feita da medula do interior de um fio
de cabelo. A medula capilar tem como funcdo principal armazenar a melanina (proteina
responsavel por proporcionar coloragdo aos cabelos), produzida no bulbo, e ndo contribui com
nenhuma propriedade quimica ou mecénica dos fio de cabelo (7,8,13,46). Todavia, a medula
estd diretamente relacionada a caracteristicas como brilho e tons de coloracdo dos cabelos.
(46)

Figura 2. Imagem de microscopia eletrénica de varredura (MEV) da medula porosa de uma

secdo transversal da fibra do cabelo.

Fonte: Imagem adaptada do livro Chemical and pysical behavior of human hair, 2nd ed., Chap. 1, p. 1-38. (46)

O cortéx é a camada superior a medula e constitui a parte mais volumosa dos cabelos
(Figura 1). E formado por células fusiformes longas, dispostas longitudinalmente e altamente
gueratinizadas, denominadas de células corticais (Figura 3). (7,8,13,46)

As células corticais, Figura 3, apresentam aproximadamente 100 um de comprimento
e de 1 a 6 um de expessura. Essas células contém em seu interior pequenos granulos ou
particulas ovais ou esféricas, de 0,2 a 0,8 um de didmetro, com pigmentos, e apresentam
pequenas cavidades alongadas proximo ao centro (46). As células corticais sdo formadas por
subestruturas em forma de fuso, com diametro que varia de 0,1 a 0,4 um, denominada
macrofibrilas, que sdo constituidas por filamentos intermediarios delgados altamente
organizados denominados de microfibrilas, que tem um diametro de aproximadamente 70 A,
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que por sua vez sdo formadas por feixes de filamentos proteicos ordenados ao longo de um
unico eixo chamado de protofibrilas (Figura 3). (7,8,46).

No cabelo humano, as macrofibrilas apresentam-se compactadas em feixes com
diametro aproximado de 2000 A. Estes feixes estdo cercados por uma matriz proteica pouco
organizada e de alto teor de enxofre, conforme demonstrado na Figura 3. (7,46)

As protofibrilas sdo estruturas formadas por trés cadeias proteicas a-helicoidais de a-
queratina e possui um diametro de aproximadamente 20 A. (7,46)

Toda estrutura do cabelo humano pode ser observada no esquema da Figura 3, e em

imagens de MEV na Figura 4, que mostra detalhes da estrutura cortical do cabelo humano.

Epicuticula

Matriz Exocuticula A
~ Cadeia Proteica Remanescente Exocuticula B
a - Helicoidal Nuclear Endocuticula
Proteinas Ricas e
em Enxofre () - VN Cuticula

Microfibrilas o L Cortex

l 3 N " .

Proteinas Pobres

em Enxofre (S) Complexo Membranoso
Celular

Célula Paracortical
Célula Mesocortical

Figura 3. Estrutura do cabelo humano.

Fonte: Adaptado do site “Aula de Anatomia.com” (https://www.auladeanatomia.com/novosite/sistemas/sistema-
tegumentar) (47), e site “Tricologia” (https://www.tricologia.com.br/sobre_cabelos_2.asp) (48). Acessado dia
30/12/2019.

Além disso, em cabelos que apresentam pigmentacdo, glanulos de melanina séo
encontrados e estdo distribuidos longitudinalmente em todas as células corticais do cortéx
capilar. (7,46)

A cuticula, Figura 5, é a camada mais externa e resistente do fio de cabelo, e é a
principal barreira de controle de penetracdo de diferentes compostos e agentes quimicos para
o interior da estrutura do fio de cabelo. Funcionando como uma espécie de peneira molecular,
a cuticula tem como principal funcdo proteger toda a estrutura do fio de cabelo

(principalmente o cortéx) contra ataques quimicos e mecanicos. (7,8,46)
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Figura 4. Imagens de MEV do interior do cortéx do cabelo humano aumentada 1.000 vezes
(A), 5.000 vezes (B), 10.000 vezes (C) e 20.000 vezes (D).

Fonte: Imagens adaptadas do livro Chemical and pysical behavior of human hair, 2nd ed., Chap. 1, p. 1-38. (46)

As células da cuticula, Figura 5, sdo translicidas, ndo cristalinas, livres de
pigmentacéo e estdo ligadas na extremidade proximal (extremidade da raiz), apontando para a
extremidade distal (extremidade da ponta) da fibra capilar como telhas em um telhado,
apresentando uma estrutura de escamas com 6 a 10 camadas de espessura, de
aproximadamente 0,5 a 1,0 um de espessura e 45 um de comprimento. No entanto, préximo
da extremidade da raiz, a cuticula contém bordas lisas e ininterruptas, e ndo possui um sistema
altamente organizado a nivel molecular. (7,8,46)

A cuticula é altamente rica em enxofre, contendo uma porcentagem mais alta de
cistina em relacdo as demais partes da fibra capilar e de outros aminoacidos que geralmente
ndo sdo encontrados nos polipeptideos a-helicodais. E dividida em quatro partes: epicuticula,
exocuticula A, exociticula B e endocuticula, conforme mostrado na Figura 3. (7,8,46)

A exocuticula, Figura 3, é parte que tem a maior concentracdo de enxofre em relagéo a
endocutila, possuindo um maior nimero de ligacdes cruzadas de dissulfeto (S-S). (7,8,46)

Cada célula da cuticula contém uma fina membrana externa com uma expessura de
25 A, denominada de epicuticula (7,46). A epicuticula, Figura 3, é composta basicamente por
acidos graxos unidos por um material adesivo composto por uma camada fibrosa de proteina

subjacente, conectada por ligacGes tio-éster de cisteina, de carater hidrofobico e bastante

50



Jodo Carlos de Souza Doutorado em Quimica

resistente a condi¢cdes extremas de alcalis, acidos fortes, agentes oxidantes e redutores, e
enzimas. (7,8,46)

Figura 5. Imagem de MEV da cuticula do cabelo humano.

Fonte: Imagem adaptada do livro Chemical and pysical behavior of human hair, 2nd ed., Chap. 1, p. 1-38. (46)

Abaixo da epicuticula, Figura 3, existem trés camadas: a exocuticula A, que é uma
camada resistente com alto teor de cistina (> 30%); exocuticula B, também rica em cistina
(aproximadamente 15%), e a endocuticula, com baixo teor de cistina (aproximadamente 3%).
(46)

E finalmente, temos o complexo de membrana celular (Figura 3), que basicamente
consiste de membranas celulares ligadas por um material adesivo (cimento). Essas estruturas
juntas tem aproximadamente de 300 a 600 A de espessura, e sua camada lipidica externa
forma a epicuticula. A camada interna, denominada de cimento intercelular, esta localizado
entre as células da cuticula, consistindo de uma camada composta de proteinas com baixo teor
de cistina (< 2%), com cerca de 12% de aminoacidos basicos e 17% de aminoacidos acidos. A
estrutura das bicamadas lipidicas com as proteinas da membrana incorporadas sofrem
alteracfes conforme os cabelos crescem, embora a matriz estrutural de células adjacentes as
membranas permanece inalterada. Além disso, outras conexdes celulares podem aparecer
entre a cuticula e as células corticais. O complexo de membrana celular e a endocuticula sdo
comumente referidas como regides ndo-queratinosas, devido ao baixo nivel de aminoacidos
contendo enxofre. (8,46)

Um ser humano saudavel possui em media de 100 a 150 mil fios de cabelos na cabeca,
com um diametro que varia de 15 a 110 um. Em média os cabelos crescem a uma taxa média

de 15,2 cm ao ano, com uma troca diaria média de 100 fios. (46)
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Existem basicamente trés tipos de cabelos: cabelo lanugo ou primario, velos ou
secundério e, terminal ou terciario. Os cabelos do tipo lanugo ou primério existem somente
durante a vida intra-uterina, sdo extremamente finos, macios, relativamente longos e nédo
pigmentados. Crescem em torno da 20° semana de gestacéo e sua queda se da entre a 32° e 36°
semana. Posterior a queda do lanugo, crescem em praticamente todo o corpo os cabelos do
tipo velos ou secundérios, que sdo extremamente finos, curtos (comprimento menor que 1 cm)
e com pouca ou quase nenhuma pigmentacao. Por fim, desenvolvem-se os cabelos terminais
ou terciarios, normalmente mais longos e grossos comparados aos dois primeiros tipos, em
todo o couro cabeludo, nas sobrancelhas, cilios, e na puberdade crescem nas axilas, regido
genital e no rosto dos homens (barba). (7,46)

O ciclo de vida de uma fibra capilar consiste de trés estagios: anageno (estagio de
crescimento), catageno (estagio de transicdo) e telogénio (estagio de repouso quando ocorre a
troca do fio de cabelo), conforme é mostrado na Figura 6. Em um couro cabeludo saudavel,
aproximadamente 80% a 85% dos cabelos estdo na fase anadgena, 1% a 2% estdo na fase
catagena e 10% a 20% estdo na fase telogéna. (46)

O estagio anageno, Figura 6, é caracterizado por intensa atividade metabdlica no bulbo
capilar. Essa atividade geralmente dura de 4 a 6 anos, produzindo cabelos no couro cabeludo
que podem crescer aproximadamente 100 cm de comprimento. (46)

O estégio catageno, Figura 6, € um estagio de transi¢do e pode durar varias semanas (2
a 4 semanas). Durante a fase catagena, a atividade metabolica diminui e a base do foliculo
migra para cima da pele em direcdo a superficie epidérmica. (46)

E por fim, o estagio telégeno ou de repouso, Figura 6, é quando o crescimento do
cabelo para e a base do bulbo capilar se aproxima do nivel do canal sebaceo. Um novo cabelo
comeca a crescer sob o foliculo telégeno e empurra o foliculo velho para cima, que acaba
sendo liberado, ocasionando a troca do fio de cabelo em um processo que pode durar de 3 a 4
meses. (46)

Além disso, os cabelos terciarios podem ser classificados em trés tipos: cabelos lisos,
ondulados, cacheados e crespos. (46)

Os cabelos lisos geralmente sd@o mais finos, e em alguns casos por serem téo finos ndo
apresentam medula. Sua estrutura fisica € formada principalmente por ligacdes de dissulfeto e
ligacGes de hidrogénio horizontais (46), conforme pode ser observado na Figura 7A.

Os cabelos ondulados, cacheados e crespos apresentam fios mais grossos e um maior

namero de ligacGes de dissulfeto e ligagdes de hidrogénio, ndo s6 na posicao horizontal, mas
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também na posicéao vertical, o que faz com que fiquem nas suas respectivas formas ondulada,
cacheada e crespa, respectivamente. Os Cabelos crespos, Figura 7B, tem um maior nimero de
ligacOes de dissulfeto e ligacdes de hidrogénio laterais, sequido dos cabelos cacheados e por
fim dos cabelos ondulados. Quando maior o nimero de ligacdes de dissulfeto e de ligacGes de

hidrogénio laterais mais o cabelo apresentara uma forma enrolada. (46)

andgena Catdgena 7 F-.TW\; 7

Figura 6. Estagios de crescimento do cabelo humano.

Fonte: Imagem adaptada do site “Cabelos e sonhos” (https://www.cabelosesonhos.com/2015/03/quais-as-fases-
de-crescimento-do-cabelo.html). Acessado dia 03/01/2020. (49)

Figura 7. Estrutura fisica do cabelo liso (A) e do cabelo crespo (B).

Fonte: Imagem adaptada do site “De Quimica no cabelo” (https://dequimicanocabelo.blogspot.com/p/blog-
page.html). Acessado dia 03/01/2020. (50)
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Porém, ndo existem somente ligacOes de dissulfeto e ligacGes de hidrogénio nos
cabelos. Outros tipos de ligacGes e interacdes intra e intermoleculares podem estar presentes
e, de certa forma, também contribuem na forma fisica dos cabelos, como por exemplo

ligacGes idnicas e forcas de VVan der Walls (46), conforme pode ser observado na Figura 8.

Figura 8. Ligag0es e interagdes intra e intermoleculares presentes nos fios de cabelos.

Fonte: Imagem adaptada do site “De Quimica no cabelo” (http://dequimicanocabelo.blogspot.com/p/blog-
page.html). Acessado dia 03/01/2020. (50)

2.2. Coloracéo do cabelo humano

A coloracdo natural dos cabelos é controlada geneticamente e em geral esta associada
aos diferentes grupos raciais existentes. (13,46)

A melanina é uma proteina produzida pelos melandcitos, que estdo localizados na
parte inferior do bulbo capilar, Figura 1, e é responsavel por dar pigmentacdo aos cabelos.
Glanulos de melanina, com 1 pum de comprimento e 0,3 um de didmetro, sdo encontrados e
estdo distribuidos longitudinalmente em todas as células corticais do cortéx capilar e na
medula. (7,8,13,17,46)

Basicamente, o melandcito produz dois tipos de melaninas: a eumelamina, Figura 9A,
que é responsavel por dar pigmentacdo aos cabelos que variam do castanho ao preto, e a
feomelamina, Figura 9B, que é responsavel por dar pigmentacdo aos cabelos que variam do
loiro ao ruivo. (7,8,13,17,46)
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COH
COH

Figura 9. Estruturas moleculares da eumelanina (A) e da feomelanina (B).

Fonte: Imagem adaptada de MOREL, O. J. X.; CHRISTIE, R. M. Current trends in the chemistry of permanent
hair dyeing. Chemical Reviews, v. 111, p. 2537-2561, 2011. (13)

Nos cabelos contém uma mistura dos dois pigmentos, e quanto maior a quantidade
eumelanina mais escuro serd o cabelo. Uma ampla gama de cores ndo decorre apenas das
concentracfes desses dois pigmentos, mas também o tamanho, a forma dos granulos, os
padrdes de distribuicdo e as estruturas interferem na coloracdo (8,13). As cores naturais dos
cabelos existem em um pequeno segmento de espaco de cores CIELAB (51), correspondendo
a comprimentos de onda de absorcdo que variam de 586 a 606 nm, enquanto a luminosidade
varia em uma ampla faixa de 2% a 90%. (13)

Embora os dois tipos de pigmentos tenham caracteristicas distintas, as rotas
biossintéticas estdo intimamente relacionadas. Eles sdo formados a partir de uma série de
reacOes enzimaticas, a partir do aminoécido tirosina (Esquema 1) como material de partida.
Apos a formacdo da dopaquinona, Esquema 1, h4 uma separacdo das vias biossintéticas,
levando a formacdo dos dois tipos de melanina. (13)

Conforme ilustrado no Esquema 1, a formacdo da eumelamina é realizada a partir da
hidroxilacdo da tirosina, que é facilitada pela tirosinase. A tirosinase € uma enzima do tipo
oxidase que contém quantidades vestigiais de cobre(l). A hidroxilagao da tirosina forma o 3,4-
dihidroxifenilalanina, que apds uma oxidacéo, pela tirosinase, forma a dopaquinona. Apos a
formagéo da dopaquinona, ocorre uma ciclizagdo formando o composto leucodopacromo. A
oxidacéo do leucodopacromo formara o dopacromo, que apds uma descarboxilagcdo formara o

5,6-dihidroxiindol. Posteriormente, o 5,6-dihidroxiindol é oxidado e forma o indol-5,6-
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quinona, que é um intermediario altamente reativo a partir do qual sucessivas polimerizacdes
oxidativas leva a formacdo da eumelanina. (13)

A feomelamina também é derivado do leucodopacromo. Resumidamente, o Esquema
1 mostra que o leucodopacromo ira reagir com o aminoacido cisteina, por adicao, para formar
a cisteinildopaquinona. A cisteinildopaquinona sofre uma descarboxilagdo seguida de uma
oxidacdo e forma o 1,4-benzotiazinil alanina, que apos sucessivas polimerizagdes oxidativas
leva a formacao da feomelamina. (13)

Os mecanismos que conduzem as diferentes rotas biossintéticas, em direcdo a
formagédo da eumelanina ou da feomelanina, sdo bastante complexos e permanecem ainda
desconhecidos. Intermediarios como a cisteinildopaquinona e seus metabdlitos sdo
encontrados no cabelo tanto de individuos eumelanicos, quanto em individuos feomelanicos,
0 que evidencia que o organismo tem a capacidade de produzir os dois tipos de melanina,
sugerindo uma interag&o entre os dois caminhos. (13)

Embora a producéo da melanina dos cabelos apresente alta complexidade de producéo,
0 organismo necessita de somente duas espécies de melanina para produzir uma grande
variedade de tons e cores aos cabelos, enquanto que para realizar o tingimento dos cabelos
com corantes sintéticos, precisa-se de uma infinidade de compostos e corantes para se

produzir uma variedade limitada de tons e cores, conforme veremos adiante. (13)
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Esquema 1. Mecanismo de biossintese da eumelamina e da feomelanina.

Fonte: Esquema adaptado de MOREL, O. J. X.; CHRISTIE, R. M. Current trends in the chemistry of permanent
hair dyeing. Chemical Reviews, v. 111, p. 2537-2561, 2011. (13)

56



Jodo Carlos de Souza Doutorado em Quimica

2.3. Composicdo quimica do cabelo humano

O cabelo humano é uma estrutura bastante complexa, formada por inUmeros
componentes morfoldgicos que integram um sistema onde varios compostos agem
simultaneamente. (7,13,46)

A estrutura formadora dos cabelos € composta por diferentes elementos quimicos,
dentre eles estdo: carbono (45%), oxigénio (28%), nitrogénio (15%), hidrogénio (7%) e
enxofre (5%). (46)

Basicamente, o cabelo humano é composto, dependendo do teor de umidade, em
aproximadamente 65% a 95% de proteinas, 6% a 12% de agua, 3% de lipidios estruturais e
livres (colesterol, acidos graxos, lipidos polares e ceramidas), pigmentos e oligoelementos
(geralmente ndo livres, mas em combinacdo com cadeias laterais de proteinas ou com grupos
de acidos graxos ou lipidios). (7,8,46)

Por definicdo, as proteinas sdo estruturas poliméricas ou macromoléculas biolégicas
formadas por condensacdo de diferentes tipos de aminoacidos (46). O cabelo humano é
formado basicamente por 21 tipos de aminoacidos (46). Os aminoacidos encontrados no
cabelo humano natural, juntamente com suas estruturas e respectivas quantidades sdo

mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Aminoacidos encontrados no cabelo humano natural.

Aminoécido Estrutura Quantidade (umol g1)
0O
Alanina H3C\‘)LOH 314,0 — 384,0
NH>
NH 9
Arginina
’ HoN LNA/YLOH 499,0 - 620,0
2 NH,
0
|
< . " HO :
Acido Aspartico \(\]/kOH 292,0 -578,0
O  NH:
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0
. . HO.
Acido Cisteico {?5% OH 22,0-40,0
O O NH,
. ) 0 O
Acido Glutamico 930,0 -1036,0
HO OH
NH.
i i
Citrulina 11,0
HZN)I\uA/YJ\OH
NH;
0
Cisteina HS/\)J\QH 17,0-70,0
NH;
N, 0
Cistina " T [
S o 1380,0 — 1512,0
o)
Glicina o . 463,0 — 560,0
= " TOH

_ _ = ﬁ\‘)kOH
Fenilalanina o NH, 132,0 - 226,0

<

Histidina N ) o 40,0 — 86,0
Q NH;

I=
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Isoleucina

Leucina

Lisina

Metionina

Prolina

Serina

Treonina

Tirosina

Triptofano

CH; O
HsC E o
MH2
0o
HsC
H‘_xc NH2
]
HoN .~ oH
MHx
O
S
ch/ \/\HKOH
NH,
o

/1::\ O
\ ] OH
L S

2440 - 366,0

489,0 - 529,0

130,0 - 222,0

47,0-67,0

374,0-708,0

705,0 - 1091,0

588,0 —714,0

121,0-195,0

20,0 - 64,0
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CHy ©O

Valina Hac/\HKDH 470.0 — 513,0

MH2

Fonte: Tabela adaptada do livro Chemical and pysical behavior of human hair, 2nd ed., Chap. 2, p. 39-68. (46)

As quantidades desses aminoacidos encontrados nos cabelos humanos podem sofrer
variagdes, conforme pode ser observado na Tabela 1. Vérios fatores podem alterar
significativamente a quantidade desses compostos nos cabelos, dentre eles podemos destacar:
o tipo de cabelo, sexo, idade, raca, genética e alimentacdo do individuo, além de patologias
relacionas aos cabelos, intemperismo (oxigénio atmosférico e radiacdo solar), coloracdo dos
cabelos, e a modificagdo quimica dos cabelos com cosméticos (alisamento e tingimento). (46)

As quantidade dos aminoacidos presentes em toda a fibra capilar variam em cada parte
dos cabelos. A cuticula, por exemplo, contém maiores quantidades de cistina, acido cisteico,
prolina, serina, treonina, isoleucina, metionina, leucina, tirosina, fenilalanina e arginina, e
menores quantidade de triptofano e histidina em comparagéo ao restante da fibra capilar. Em
geral, esses resultados mostram que as células cuticulares contém uma porcentagem maior dos
aminoéacidos, que geralmente ndo sdo encontrados em polipeptideos a-helicoidais no restante
da fibra. Em compensacdo, pequenas quantidades de citrulina (aproximadamente
11,0 umol g*) sdo encontradas nas fibra capilar inteira, enquanto que na cuticula é encontrada
uma quantidade um pouco maior (cerca de 45,0 umol g ). (46)

O cortex compreende a maior parte da massa da fibra capilar. Portanto a quantidade de
aminoéacidos encontrados no cortex capilar é bastante proxima a quantidade encontrada em
toda a fibra capilar. O cortex médio é bastante rico em cistina (embora exista menos cistina
no cortex que na cuticula), aminoacidos diacidos, lisina e histidina em comparag&o a cuticula.
(46)

Os dois principais componentes do cortex, as microfibrilas e a matriz, sdo muito
diferentes em relagcdo a composicdo quimica. As microfibrilas sdo ricas em leucina, acido
glutdmico e aminoacidos acidos, que geralmente séo encontrados em proteinas a-helicoidais.
No entanto, pequenas quantidades de cistina, lisina e tirosina também sdo encontradas nas
microfibrilas. Por outro lado, a matriz é rica em cistina, prolina e em aminoacidos acidos. (46)

A queratina é a principal proteina que compdem os cabelos, a pele e as unhas. No
cabelo humano, a queratina representa cerca de 70 a 85% do total de proteinas da fibra

capilar, e apresenta um alto teor de enxofre, devido a presenca de residuos de cistina,
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explicando o fato das macrofibrilas presentes na matriz serem altamente ricas em cistina.
7,8,13,46,52)

A cistina € um aminoécido formado por duas moléculas de cisteina ligadas por uma
ligacdo de dissulfeto. No entanto, nem todos os aminoacidos presentes na queratina sdo
responsaveis pela formacdo de toda a cistina presente na matriz dos cabelos, onde somente
cerca 10% dos residuos de aminodcidos presentes na queratina sdo responsaveis pelas
ligacOes de dissulfeto da cistina, e sdo essas ligacbes que conferem estabilidade quimica e
fisica a queratina. (7,13,46,52)

Como qualquer outra proteina existente no organismo, a queratina também é um
polimero formado por cadeias peptidicas oriundas da condensacao, de quantidades um pouco
menores, de praticamente todos os 20 aminoacidos que compBem a fibra capilar
(7,13,46,52,53) (Tabela 1). A Tabela 2 mostra a composicdo (em porcentagem) dos

aminoacidos que compdem a queratina do cabelo humano.

Tabela 2. Aminoacidos encontrados na queratina do cabelo humano natural.

Aminoacido Composicéo (%)
Acido Aspartico 3,9
Acido Glutamico 13,6

Alanina 2,8
Arginina 8,9
Cistina 18,0
Fenilalanina 2,4
Glicina 4,1
Histidina 1,2
Isoleucina 4,8
Leucina 6.4
Lisina 1,9
Melanina 1,6
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Metionina 0,7
Prolina 4,3
Serina 10,6

Tirosina 8,5

Treonina 8,5

Triptofano 1,0
Valina 3,5

Fonte: Tabela adaptada de LANG, J. M.; LUCAS, C. C. The analysis of hair keratin: 1.
Application of microbiological techniques to hydrolysates of human hair. Biochemical Journal, v.
52,n.1, p. 84-87,1952. (52)

Diante de todos os aminoacidos que comp&em a estrutura da queratina (Tabela 2),
apenas cinco tipos de aminoacidos sdo eletroativos (53-55): cisteina (56,57), tirosina (58-61),
histidina (59,62), triptofano (59,60,63) e metionina (56,57).

No cabelo humano, existem dois tipos de queratina: a alfa-queratina (a-queratina) que
tem aparece em maior quantidade e tem a forma de a-hélice, e a beta-queratina (f-queratina)
que se apresenta na forma de folhas B-pregueadas (7). As estruturas da a-queratina e da f-
queratina sdo mostradas na Figura 10.

A nivel molecular, as fibras de a-queratina, Figura 10A, ndo sdo somente uma rede de
cadeias polipeptidicas formadas exclusivamente por ligacbes de dissulfeto, mas também
formadas por ligagOes de hidrogénio e interacOes de Van der Waals intra e intercadeias. No
entanto, existem ainda interagdes coulombicas entre cadeias laterais basicas com os residuos
de aminoacidos de lisina, arginina e histidina, e acidas com residuos de aminoacidos do acido

aspartico e glutamico. (7,46)
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Figura 10. Estruturas moleculares da a-queratina (A) e da B-queratina (B).

Fonte: Imagens adpatadas do site “FCiéncias” (https://www.fciencias.com/2014/07/31/queratina-molecula-da-
semana/). Acessado dia 03/01/2020. (64)

Todavia, as fibras da B-queratina sdo uma rede de cadeias polipeptidicas formadas
quase que exclusivamente por ligagdes de hidrogénio (7,46), conforme pode ser observado na
Figura 10B.

As fibras da queratina sdo formadas basicamente por regiGes altamente organizadas
(cristalinas) e outras pouco organizadas (amorfas). A regido amorfa possui um alto teor de
enxofre e consequentemente um maior nimero de ligagcBes de dissulfeto e, é caracterizada
pela liberdade de movimentos dos componentes moleculares que compéem a fibra da
queratina, fazendo com que essa regido tenha mais mobilidade e consequentemente menos
ordenada, o que facilita a absorcdo de agua e outras substancias de tamanho molecular
pequeno. A regido cristalina, ao contrario da regido amorfa, contém baixo teor de enxofre, é
mais organizada e ndo permite uma liberdade tdo alta de movimentos dos componentes
moleculares. (7,46)

Outra caracteristica importante da queratina € sua grande capacidade de absorver agua.
A forma com que a queratina absorve as moléculas de &gua ainda € pouco conhecida, no
entanto, acredita-se que as moléculas de agua sdo primeiramente ligadas pelos residuos,
principalmente acidos, dos aminoacidos presentes na cadeia lateral da queratina. A essa
camada de agua ligada aos residuos dos aminoacidos da cadeia lateral da queratina, liga-se a

uma segunda camada de moléculas de por liga¢des de hidrogénio. Da mesma maneira, forma-
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se a terceira e as demais camadas assim por diante, até que as moléculas de dgua estejam téo
afastadas, da cadeia peptidica lateral da molécula de queratina, que possam ser consideradas
como agua livre. (7,46)

Em relacdo a medula, uma analise quimica completa ainda ndo foi relatada. Estudos da
medula do cabelo humano s&o muito complicados, em detrimento da baixa solubilidade e da
dificuldade em isolar esta parte da fibra capilar, uma vez que a medula esta localizada no
nucleo da fibra e esta protegida pela cuticula e pelo cortex, que apresentam uma lenta taxa de
difusdo. No entanto, experimentos realizados com fibra de 1& mostraram que a medula
apresenta um baixo teor de cistina e grandes quantidades de aminoacidos &cidos e basicos em
relagdo ao restante da fibra. (46)

Semelhante a medula, ndo ha dados publicados em relacdo a composi¢cdo quimica da
epicuticula. Porém, em analises realizadas em fibra de 18, mostraram que a epicuticula é
bastante rica em aminoacidos dicarboxilicos, acido aspartico e &cido glutamico. (46)

O complexo de membrana celular humano apresenta uma composicéo de 20% a 30%
de &cidos graxos e 60% a 70% de proteina, sendo muito rico em lisina e com baixo teor de
cistina (cerca de 2%). Acredita-se que o complexo da membrana celular seja do tipo lipidico e
contenha quantidades significativas de colesterol livre, acidos graxos livres e triglicerideos.
(46)

De acordo com a Tabela 1, é possivel observar altas quantidades relativas de
hidrocarbonetos, hidroxilas, amidas primarias, funcdes basicas de aminoacidos e de
dissulfetos. Possivelmente, a alta quantidade de aminoacidos contendo hidrocarbonetos
evidencia que as interac@es hidrofdbicas terdo um papel importante na reatividade dos cabelos
com produtos e ingredientes cosméticos, como por exemplo, os corantes de cabelos. (7,46)

Quantidades de lipidios aparecem tanto na parte externa (superficie), quanto na parte
interna dos cabelos. Os lipidios internos sdo em parte lipidios livres e lipidios que compdem a
estrutura do complexo de membrana celular. Os lipidios dos cabelos s@o semelhantes em
composicao aos lipidios encontrados no couro cabeludo, assim o couro cabeludo serve como
um sistema de fornecimento lipidico continuo para os cabelos, sendo produzidos e
controlados hormonalmente por secre¢fes androgenas oriundas das glandulas sebdceas.
(7,13,46)

A composicdo lipidica presente nos cabelos é derivada do sebo e consiste
principalmente de acidos graxos livres e gorduras neutras (ésteres, ceras, hidrocarbonetos e

alcoois). Exames realizados em cabelos de homens adultos foram encontrados 56,1% dos
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lipidios na forma de &cidos graxos livres e 41,6% como gorduras neutras. Além disso, &cidos
graxos saturados e insaturados com cadeia composta de 5 a 22 4tomos de carbono foram
encontrados na gordura capilar humana. Todavia, fatores como sexo, raca, idade, tipo de
cabelo e utilizacdo de produtos cosméticos podem interferir na quantidade e no tipo de lipidos
encontrados nos cabelos. (46)

Os cabelos oleosos diferem dos cabelos secos em relagéo a composicao lipidica. Em
individuos de cabelos secos, é predominantemente encontrado em sua composicao lipidica o
acido octadecenoico (&cido oleico), enquanto que em individuos de cabelos oleosos o &cido 8-
octadecendico foi predominante. No entanto, a principal diferenca entre os cabelos oleosos e
os cabelos secos estd nas caracteristicas reoldgicas dos lipidios presentes no sebo. Por
exemplo, individuos de cabelos lisos provavelmente tem uma maior proporcdo de acidos
graxos insaturados em relacdo aos saturados nos cabelos, isso faz com que o ponto de fusdo
do sebo fique menor, tornando-o mais fluido ou mais oleoso em relagdo aos individuos que
possuem cabelos secos. (46)

Nos cabelos, o conteGtdo mineral é geralmente muito baixo, menor que 1%.
Independentemente da origem ou do tipo de cabelo, o principal conteido metalico dos cabelos
provavelmente existe como parte integrante da estrutura da fibra, na forma de sais ou de
complexos de coordenacdo nas cadeias laterais das proteinas ou dos pigmentos. (46)

O teor total de cinzas do cabelo humano é também relativamente baixo e varia entre
0,55% a 0,94%. Grande parte dos oligoelementos encontrados no cabelo humano veem
principalmente do suor liberado pelos poros presentes no couro cabeludo, e os principais
oligoelementos encontrados sdo: calcio, magnesio, estréncio, boro, aluminio, sédio, potassio,
zinco, cobre, manganés, ferro, prata, ouro, mercurio, cromo, chumbo, antimdnio, titéanio,
tungsténio, vanadio, molibidénio, iodo, fosféro e selénio. Porém, a dieta, poluicdo do ar,
irregularidades metabolicas e utilizacdo de produtos cosméticos, como por exemplo shampoo,
sabdo e corante de cabelos podem interferir na composicdo e na quantidade desses
oligoelementos. (46)

Caracteristicas como a coloragéo dos cabelos podem interferir na composi¢do mineral
dos cabelos. Cabelos ruivos, por exemplo, apresentam um teor de ferro maior em comparagao
com cabelos de outras cores. (13,46)

Nos ultimos anos, a analise de compostos nos cabelos veem se tornando uma

ferramenta muito importante e poderosa em diagnosticos de intoxicacdo (por exemplo metais
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pesados) e indicativos de algumas doencas como diabetes, Kwashiorkor, fibrose cistica,
fenilcetondria e dislexia pela deficiencia e excesso de alguns minerais. (46)

2.4. Tinturas de cabelos

O ser humano ao longo de sua existéncia sempre destinou parte de seus cuidados
pessoais aos cabelos, o que pode ser comprovado pela grande quantidade de produtos
cosméticos e farmacéuticos desenvolvidos. Diante desta vasta variedade de produtos
disponiveis, destacam-se 0s corantes capilares que tem como objetivos devolver e/ou alterar a
pigmentacdo natural dos cabelos. (4,7,43-45,66,67)

A mudanca de coloracdo dos cabelos € um dos adornos mais antigos da historia
humana, com uma trajetoria longinqua com diversas comprovacdes cientifico-histéricas (8).
No Egito foram encontradas mimias, de aproximadamente 4000 mil anos de idade, que
tinham os cabelos tingidos com henna. No império romano, os homens utilizavam pentes
embebidos em uma solucdo de sulfeto de chumbo e vinagre. Estd reacdo ocasionava a
formacdo de acetato de chumbo, que era utilizado com o objetivo de escurecer gradualmente
os cabelos grisalhos com uma coloracdo marrom escura. Outro método também utilizado
pelos homens, no escurecimento dos cabelos grisalhos, era expor os cabelos a fumaca
sulforosa. Nesta mesma época, as mulheres utilizavam a lixivia (soda caustica) para descolorir
os cabelos. (8,11,37)

Outras evidéncias historicas retratam ainda o uso de diversos extratos de plantas no
tingimento dos cabelos. A nogueira, por exemplo, era bastante usada para tingir os cabelos
com a cor marrom. A camomila era utilizada para o tingimento com a cor amarela, e a henna
combinada com indigo para o tingimento com a coloracao preto escuro. (8,11,37)

O tingimento oxidativo dos cabelos tem sido praticado por mais de 150 anos e, evoluiu
a partir da observacdo das propriedades da PFD pelo quimico Dr. August Wilhelm Von
Hofmann em 1863. A PFD é um composto incolor, que quando exposto a um ambiente
oxidativo, por exemplo oxigénio atmosférico ou pelo uso de agente oxidante, produz um
produto de coloragdo marrom aos cabelos (8,11,14,37). Mas, somente em 1883, com Monnet,
surgiu a primeira patente relacionada a oxidagdo e o tingimento de cabelos humanos,
utilizando novamente da PFD e da PTD como precursores de corantes capilares. Assim, com
0 conhecimento cada vez maior de sua potencialidade, a PFD passou a ser muito utilizada e
fazer parte da composi¢cdo de praticamente todos os produtos atuais destinados a coloragédo
dos cabelos. (8,11,14-16,37)
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Entre 1888 e 1897, os irmdos e quimicos Hugo e Ernst Erdmann aumentaram ainda
mais a gama de compostos que poderiam ser utilizados na coloracdo dos cabelos, dentre esses
compostos podemos destacar o PAF e seus derivados, N-alquil e N-fenil-p-fenilenodiaminas,
4,4’-diaminodifenilamina e 1,5-diamino e 1,5-dihidroxinaftaleno. Suas patentes também séo
notéveis em relacdo as vantagens do uso de peroxido de hidrogénio como agente oxidante no
processo de tingimento. (16,17)

No entanto, as tinturas de cabelos sintéticas s6 ganharam aceitacdo apos a invencao da
primeira marca comercial de corante de cabelo sintético, denominada Aureole®, em 1909 por
Eugéne Schueller, quimico e fundador da empresa L Oreal®. Seguindo o mesmo caminho, o
quimico e fundador da empresa Clairol®, revolucionou o mercado de corantes capilares,
criando em 1931 um shampoo chamado Clairol®, que tonalizava instantineamente os cabelos
e que foi utilizado por milhdes de mulheres em todo o mundo. Shampoo, que mais tarde, em
torno de 1950, passou por um processo de reformulacdo de sua composicdo e tornou o
processo de tingimento dos cabelos mais eficiente e sem a necessidade do uso de agentes
oxidantes. (8,18,19)

As tinturas de cabelos sdo classificadas de acordo com a origem em tinturas vegetais,
minerais e sintéticas. (2,8-10,66)

As tinturas vegetais sdo obtidas ou extraidas de plantas ou de parte delas (ex. henna,
camomila e cinchona). Essas tinturas, na sua grande maioria, ndo sdo téxicas e tem um curto
periodo de duracdo. (2,8-10)

As tinturas minerais ou corantes metalicos sdo obtidas de alguns minerais ou sais
metalicos (ex. nitrato de prata ou sais de chumbo). No entanto, o procedimento de tingimento
dos cabelos, com esses tipos de corantes, exige 0 uso diario e continuo desses minerais e tem
duracdo de somente algumas semanas ou até meses. Por serem compostas principalmente de
sais de metais pesados, essas tinturas sdo potencialmente toxicas e sdo incompativeis com
perdxido de hidrogénio. (2,8-10)

As tinturas capilares sintéticas, como o préprio nome nos diz, sdo obtidas
artificialmente e sdo classificadas de acordo com a resisténcia a lavagem e pelo grau de
permanéncia nos cabelos em corantes temporarios, semi-permanentes e permanentes. (2,8,11-
13,21,44,66)

As tinturas temporarias séo bastante utilizadas pela industria no tingimento de 14, seda,
algodao, papel e alimentos. Por apresentarem baixa toxicidade aos seres humanos, algumas

dessas tinturas sao utilizadas também como corantes capilares. Os corantes temporarios sdo
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bastante utilizados pelas mulheres, principalmente com o objetivo de esconder cabelos
grisalhos ou para obtencédo de cores mais vibrantes aos cabelos. S&o comercializados na forma
de shampoos, condicionadores, lo¢coes e geis com diferentes tonalidades de cor. (9,10,68)

Os corantes do tipo temporarios sdo corantes basicos ou acidos, de alto peso
molecular, e altamente sollveis em agua. Esse tipo de tintura capilar ndo necessita da abertura
da cuticula, portanto o corante acaba ndo penetrando e ndo se difundindo para dentro da
estrutura da fibra capilar (cortéx), e por isso ndo requer o uso de amdnia e nem de agentes
oxidantes, diferentemente dos corantes do tipo semi-permanente e permanente. Os corantes
temporarios ficam depositados na parte externa do fio de cabelo, mais precisamente na
cuticula, por ligagdes ibnicas ou forcas e/ou interacdes intermoleculares fracas temporarias
com 0s grupos terminais dos residuos de aminoacidos presentes na fibra capilar, conforme é
mostrado na Figura 11. Por esse motivo, sua coloracdo se mantém nos cabelos por alguns dias
e é facilmente removida com uma simples lavagem dos cabelos. (9,10,68)

A Tabela 3 mostra a estrutura quimica de alguns corantes temporarios &cidos e basicos

utilizados no tingimento dos cabelos.

Figura 11. Fixacdo dos corantes capilares temporarios na fibra capilar.

Fonte: Imagem adaptada do site “A quimica da beleza” (https://www.quimicadabeleza.com/a-arte-de-colorir-os-
cabelos/). Acessado dia 22/01/2020. (69)
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Tabela 3. Corantes temporérios acidos e basicos utilizados no tingimento dos cabelos.

Nome do corante Estrutura quimica

Acid Yellow 1
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Basic Brown 17 e
e vl

Fonte: Tabela adaptada de OLIVEIRA, R. A. G.; ZANONI, T. B.; OLIVEIRA, D. P.; UMBUZEIRO, G. A;;
ZANONI, M. V. B. A quimica e toxicidade dos corantes de cabelo. Quimica Nova, v. 37, n. 6, p. 1037-1046,
2014. (8)

Os corantes acidos, Tabela 3, sdo corantes ani6nicos e sua fixacdo na fibra capilar é
feita por ligacGes iGnicas entre 0s grupos anidnicos presentes em sua estrutura € 0S grupos
catiénicos dos residuos de aminoacidos presentes na cuticula da fibra capilar (9,70). Como
exemplo, o Esquema 2 ilustra a fixacdo do corante temporério acido Acid Orange 7 na fibra
do fio de cabelo.

Grupo catidnico dos AA
terminais do cabelo

\ O\\S //O

CH,—C — NH,* 0~ \O OH
"
0 \ N A

Grupo anidnico N a8
Fio cabelo do corante

Corante temporario
Acid Orange 7
Esquema 2. Mecanismo de fixagdo do corante temporario Acid Orange 7 na fibra do fio de

cabelo.

Fonte: Autor.

Os corantes bésicos (Tabela 3) sdo corantes catiénicos e se ligam as fibras do fio de
cabelo por interacOes eletrostaticas dos grupos cationicos presentes em sua estrutura e oS
grupos anidnicos dos residuos de aminoacidos presentes na cuticula da fibra capilar (9,70). O
Esquema 3 ilustra a fixacdo do corante temporario basico Basic Red 76, como exemplo do

mecanismo de fixacao dos corantes basicos na fibra do fio de cabelo.
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Grupo anidnico dos AA
terminais do cabelo

0 | Corante temporario
I " Ny BasicRed 76
—CH, ——C \ -
\0-"_"_ » ___N' 4
/¢ OO
Grupo catidnico
Fio Cabelo do corante

Esquema 3. Mecanismo de fixacdo do corante temporario Basic Red 76 na fibra do fio de

cabelo.

Fonte: Autor.

Os corantes do tipo semipermanentes ou tonalizantes sdo 0s mais populares entre as
mulheres, pois esse tipo de corante proporciona uma mudanca rapida na tonalidade dos
cabelos sem interferir drasticamente na alteracdo da cor. Como ndo ha a presenca de peroxido
de hidrogénio em sua formulagdo, néo é possivel realizar o clareamento dos cabelos, mas é
possivel escurecer mais de trés tons a cor natural dos cabelos. Responsaveis por uma parcela
de 10% do mercado de corantes em todo 0 mundo, 0s corantes semipermanentes também sao
encontrados na forma de shampoos, locGes e sprays com diferentes cores e tonalidades.
(9,24,71)

Os corantes semipermanentes sdo corantes derivados de nitro compostos
(principalmente  nitrobenzeno), geralmente sdo caracterizados por nitroanilinas,
nitrofenilenodiaminas e nitroaminofenois (9,24). As tinturas semipermanentes, em sua grande
maioria, possuem peso molecular baixo, e contém diferentes grupos auxocrémicos, que
acentuam a coloracdo do grupo nitro (grupo cromdforo) presente na estrutura quimica do
corante (9,24). Para a obtencdo da coloracdo desejada, em algumas formulagdes sdo
misturados de 10 a 12 corantes diferentes (9,71). No entanto, é possivel encontrar em algumas
formulacGes de corantes semipermanentes alguns corantes temporarios acidos e basicos que
contém grupamentos -COOH ou -SOsH em sua estrutura, como por exemplo o Acid Orange
7, Acid Violet 43, Basic Red 22 e o Basic Blue 47 (9,24,68). A Tabela 4 mostra a estrutura
guimica de alguns compostos utilizados como corantes semipermanentes no tingimento dos

cabelos.
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Tabela 4. Compostos utilizados como corantes semipermanentes no tingimento dos cabelos.

Composto Estrutura quimica

HHEH, CHLOH
N,

N-(2-hidroxietil)-o-nitroanilina o
e

4-nitro-o-fenilenodiamina &F J’

4-amino-3-nitrofenol (

NH;
2-nitro-p-fenilenodiamina “

XN

I ~ "NO2
NH;:

4-nitro-m-fenilenodiamina T‘

Fonte: Tabela adaptada de OLIVEIRA, R. A. G.; ZANONI, T. B.; OLIVEIRA, D. P.; UMBUZEIRO, G. A;;
ZANONI, M. V. B. A quimica e toxicidade dos corantes de cabelo. Quimica Nova, v. 37, n. 6, p. 1037-1046,
2014. (8)

Aplicados sobre os cabelos, 0s corantes semipermanentes penetram superficialmente
no cortex capilar e ficam fixados por interacdes polares fracas e interacoes de Van der Waals,
conforme é mostrado na Figura 12. Isso faz com que a coloragdo permaneca por dias ou até
semanas, dependendo da frequéncia em que os cabelos sdo lavados. Em média, 0s corantes

semipermanentes suportam de 6 a 12 lavagens. (9,71)
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Figura 12. Fixacdo dos corantes capilares semipermanentes no interior da fibra capilar.

Fonte: Imagem adaptada do site “A quimica da beleza” (https://www.quimicadabeleza.com/a-arte-de-colorir-os-
cabelos/). Acessado dia 22/01/2020. (69)

As tinturas de cabelos do tipo permanentes sdo as mais utilizadas em todo o mundo,
representando cerca de 70 a 80% do mercado mundial de corantes. Isso € devido a sua
versatilidade, facilidade de aplicacdo, maior durabilidade e maior op¢do de cores.
(12,13,43,44,66)

O processo de tingimento dos cabelos com corantes permanentes é bastante complexo
e envolve multiplos componentes com diferentes fun¢Ges. Em um tingimento rotineiro, o
processo é norteado por complexas rea¢fes oxidativas entre duas substancias misturadas em
um meio alcalino e oxidante. Uma dessas substancias é o intermediario primario ou precursor,
gue consiste de aminas aromaticas orto e para-substituidas com grupos amino e/ou hidroxilas,
tais como a PFD, PTD, PAF e seus derivados. No entanto, a quantidade desses precursores
nas tinturas de cabelos variam de acordo com a cor pretendida, entre 0,05% para tons mais
claros e 1,5% para tons mais escuros. (2,9,11-13,21,25-27,43,44,66,72)

O agente acoplador ou modificador é outro componente utilizado na mistura, e dentre
esses compostos destacamos muitos derivados aromaticos meta-substituidos, tal como m-
fenilenodiaminas, m-aminofenodis, RSN, naftol e outros. Portanto, os acopladores sdo
substancias doadoras de elétrons e tem a func¢do de determinar a cor final da tintura, por meio
de reacdo com a forma oxidada dos precursores, em uma propor¢do molar aproximada de
(1:1), seguido por outras rea¢Oes de acoplamento oxidativo. (2,9,11-13,21,25-27,43,44,66,72)

Por fim, outra substdncia utilizada € o agente oxidante em meio alcalino.
Preponderantemente é preferido o uso do perdxido de hidrogénio, porém podem ser utilizados

em menor escala o peroxido de uréia, percarbonato de sodio ou perborato de sodio na
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presenca de amonia. O agente oxidante em meio alcalino tem a fungdo de oxidar o agente
precursor e 0s demais produtos intermediarios formados na mistura, com a intencdo de
adquirir uma coloracdo especifica desejada. Além disso, a presenca do agente oxidante na
composicao das tinturas capilares permanentes tem ainda a funcéo de clarear a melanina do
fio de cabelo, fazendo com que os corantes permanentes sejam a Unica classe de tintura
capilar que permite clarear os cabelos. (2,9,11-13,21,25-27,43,44,66,72)

A amonia é o agente alcalinizante mais utilizado, por ser um efetivo branqueador da
pigmentacdo natural dos cabelos, por otimizar a velocidade de oxidacao dos precursores, além
de promover a tumefacdo e a abertura das cuticulas, facilitando a absor¢do dos corantes e do
peroxido de hidrogénio. Entretanto, outros agentes alcalinizantes sdo utilizados em diferentes
formulagGes, como por exemplo a monoetanolamina e o aminometilpropanol. (2,9,11-
13,21,25-27,43,44,66,72)

Diante desses componentes, 0 processo de tintura permanente ocorre com a mistura do
precursor e do agente acoplador, em meio alcalino (pH entre 8 e 10), na presenca de peroxido
de hidrogénio. Essa mistura ira formar um creme, que é aplicado diretamente nos cabelos,
fazendo com que os precursores e acopladores juntamente com o peréxido de hidrogénio
sejam difundidos para o interior da fibra do fio de cabelo, onde ap6s um periodo aproximado
de 40 minutos, rea¢fes quimicas especificas formam um composto colorido, de alta massa
molar, que sera absorvido pelo cortex capilar (2,9,11-13,21,25-27,43,44,66,72), conforme
ilustrado na Figura 13. Um exemplo dessa reacao, entre o precursor PFD e o acoplador RSN,

em meio alcalino oxidativo pode observado no Esquema 4.

Figura 13. Fixacdo dos corantes capilares permanentes no interior da fibra capilar.

Fonte: Imagem adaptada do site “A quimica da beleza” (https://www.quimicadabeleza.com/a-arte-de-colorir-os-
cabelos/). Acessado dia 22/01/2020. (69)
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Um exemplo da reacdo de formacdo dos corantes permanentes, pelo precursor PFD e
acoplador RSN, em meio alcalino oxidativo pode observado no Esquema 4. O Esquema 4
ilustra a reacdo entre o precursor PFD, oxidado por peroxido de hidrogénio em meio alcalino
na presenca do RSN como agente acoplador. Essas substancias incolores reagem entre si
formando compostos coloridos apds a penetragdo no cdrtex capilar, proporcionando uma cor
persistente e estavel aos cabelos. Na primeira etapa da reagdo, rota “A” (Esquema 4), hd a
oxidacdo da PFD em quinonadiimina (QDI), que posteriormente reage com o acoplador
nucleofilico (RSN) para formar o Corante Leuco, que é incolor. Este sofre uma oxidagéo e é
convertido no Corante ldoalinina, que apresenta uma coloracdo vermelha, dentro do fio de
cabelo. O Corante Idoalinina reage com uma molécula do intermediario priméario QDI
formando o Corante Idoalinina de coloracédo verde, que por sua vez continua polimerizando
até a formacdo de uma grande cadeia polimérica (Poliindofenol). O Poliindofenol é
caracterizado pela formagdo de um precipitado de coloragdo marrom, ao qual também
propicia coloragéo idéntica aos cabelos. (8,24,26,27)

A presenca dos acopladores na composicdo das tinturas capilares tem por funcéo
orientar a reacdo no sentido de formar o corante de coloracdo desejada, e isso faz com que a
formacdo de subprodutos oriundos da oxidagdo dos precursores seja atenuada. Porém, mesmo
nas condi¢Oes determinadas pelo fabricante, nem todo o precursor reage com o acoplador, de
modo que uma certa quantidade desses subprodutos é formada. (2,9,11-13,21,25-
27,43,44,66,72)

As aminas utilizadas como precursores nas formulacdes dos corantes permanentes,
podem ser facilmente oxidadas quando expostas a luz, oxigénio dissolvido no meio e a
agentes oxidantes (ex. peroxido de hidrogénio), podendo se polimerizar e formar subprodutos
de alta toxicidade, como pode ser observado na Rota “B” do Esquema 4, através da
autoxidacéo e polimerizacdo da PFD formando a BB, subproduto de coloracéo roxa altamente
toxico (8,24,26,27)

De modo geral, o tingimento dos cabelos com corantes permanentes € um processo
complexo que envolve sequencialmente a oxidagdo de um ou mais precursores com um ou
varios acopladores presentes nas formulacdes desses corantes. Neste tipo de coloragdo, o
tempo de reacdo é de fundamental importancia, pois o periodo de oxidagdo em um processo
de tingimento rotineiro varia de 30 a 50 minutos. Além disso, o tingimento dos cabelos com
esse tipo de tintura, deve ser realizada a temperatura ambiente, ja que em altas temperaturas

outros tecidos podem sofrer tingimento além dos cabelos. (8,11,24-27)
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A tonalidade final da coloracdo depende da composigédo, quantidade e da natureza de
todos os produtos utilizados. Depende ainda do pH, do tempo, temperatura de reagdo e da
velocidade de difusdo dos componentes para o interior da fibra do fio de cabelo. Assim, o
tingimento dos cabelos com corantes permanentes € uma arte ditada pela cinética quimica de

uma complexa reacdo e dos mecanismos de difusdo envolvidos no processo. (8,27)

NH, NH oH OH
1 I "
3 NH A
AN A AR NG By + M0,
|| | 4+ HO, —» [l ﬂ + 1\ g u J ( J ¥ ad
\ff N ZSon  HNT F NF Nom
I
NH, NH Resarcimot {acopiadon) Corante Leuco (incolory  /
plendonodiamens (precursor) Quinonackering QDY) /
/ /
A on F NH
[ 1 :
/ 7 N K .
/ 3 { <N N Ry Sl <
/TN JJ | L |+ |
/ ! Az A L. 2
/ HoN T S Yo ~
y Corante Idoalinina (vermelho) NH

Base de Bandrowski (roxo)

1.\-.'}(‘?) =
&
>

Poliindofenol (precipitado marrom)
Esquema 4. Processo quimico de tingimento dos cabelos e os principais produtos formados,
pela reagdo quimica entre a PFD e 0 RSN, na presenca de perdxido de hidrogénio e aménia.

Fonte: Esquema adaptado de OLIVEIRA, R. A. G.; ZANONI, T. B.; OLIVEIRA, D. P.; UMBUZEIRO, G. A,
ZANONI, M. V. B. A quimica e toxicidade dos corantes de cabelo. Quimica Nova, v. 37, n. 6, p. 1037-1046,
2014. (8)
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2.5. Toxicidade, mutagenicidade, carcinogenicidade e genotoxicidade das

tinturas de cabelos

A contaminacdo por corantes capilares ocorre principalmente por via de exposicao
dérmica no procedimento de tintura capilar. No processo de tingimento dos cabelos, 0s
corantes sdo aplicados nos cabelos e entram em contato direto com o couro cabeludo, e parte
das substancias, intermediarios de corantes e corantes propriamente ditos, que compdem as
formulacGes de corantes capilares, podem penetrar na pele do couro cabeludo pelos poros e
atingir a corrente sanguinea, contaminando os individuos que fazem o uso desses produtos.
(27,38-40)

Muitos estudos, sobre a absorcdo percutanea de corantes capilares oxidativos e diretos
em humanos, mostraram uma absorcdo variando de 0,21 a 1,77% da concentracdo inical de
corante capilar aplicada (27,40). Para a PTD, na pele humana, foi encontrada uma faixa de
absorcao percutanea de 2,06 a 3,56%. (27)

Apds a absorcdo percutanea, parte desses compostos € metabolizada, principalmente
por acetilacdo, na pele humana pela enzima N-acetiltransferase 1 (NAT1), que é encontrada
predominantemente na pele dos mamiferos, e pela enzima N-acetiltransferase 2 (NAT2)
encontrada no figado (27,73,74). Para a PTD, os principais metabdélitos encontrados sdo a N'-
acetil-p-toluenodiamina e a N,N'-diacetil-p-toluenodiamina (75) e, para o PAF os principais
metabolitos encontrados sdo o paracetamol e a fenacetina, mas é possivel encontrar em
guantidades menores outros metabdlitos, tais como: p-aminofenol-o-glucuronideo, sulfato de
p-aminofenol, sulfato de paracetamol e glucuronideo de paracetamol (33,76). No entanto, 0s
metabdlitos e as formulacbes dos compostos originais sdo encontrados no plasma sanguineo e
excretados (cerca de 80%) pela urina e pelas fezes. (27,39,74,75,77).

Diversos estudos mostram que as tinturas capilares podem provocar rea¢fes adversas.
Os resultados dos testes de toxicidade aguda sugerem que grande parte dos principais
ingredientes que compdem as formulagdes dos corantes permanentes, COMO 0S precursores e
os acopladores, tém propriedades de toxicidade aguda que variam de moderadas a baixas.
(27,31,32,43)

O PAF é um precursor bastante utilizado nas composi¢cdes de muitas tinturas capilares
permanentes comerciais (16,17,27,30-33,44,45,66). Testes toxicoldgicos realizados em ratos
mostraram que o PAF é um agente nefrotoxico, causando necrose e inibicdo das atividades

enzimaticas das microssomas e mitocéndrias dos rins (33,45,66,76,78-82). No mais, o PAF
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pode causar metemoglobinemia (33,45,66,76,78-82), que é uma sindrome causada pelo
aumento da concentracdo da metemoglobulina (forma oxidada da hemoglobina), que interfere
e diminui a absorc¢éo e o transporte normal de oxigénio para as células, podendo acarretar uma
asfixia quimica e em até 60% dos casos pode levar o individuo a 6bito (83,84). Provavelmente
isso ocorre devido a capacidade do PAF de formar ligagfes covalentes com os grupos tiois (-
SH) reativos da molécula da hemoglobina, transferindo elétrons para o oxigénio que acaba
por oxidar a hemoglobina formando a metemoglobulina (83,84). Além disso, o PAF pode
causar alergias, dermatites, erup¢do cutanea, agitacdo, dores de cabeca, convulsdes, perda da
consciéncia, irritacdo pulmonar, asma brénquica e danos no sangue, figado, rins e cérebro
(33,45,66,76,78-82). Embora os resultados dos testes tenham demonstrado que o PAF ndo é
carcinogeénico, ele pode trazer um potencial risco genotoxico, desde que a exposi¢do seja
constante. (45,66,85)

Alguns estudos realizados com acoplador RSN o correlacionaram como um
desregulador enddcrino, afetando principalmente a tiredide. (8,27,33,86)

O principal efeito adverso de doses de PFD, no homem e nos mamiferos superiores, é
angioneurdtico, ou seja, ha a formacdo de edemas nos pulmdes que provocam distlrbios
respiratérios agudos. No mais, a PFD pode provocar gastrite, insuficiéncia renal, vertigem,
tremores, convulsdes, coma e rabdomidlise, que é a necrose do musculo esquelético,
resultando em insuficiéncia renal aguda, bem como atrofia do nervo dptico (27,31,32). Além
disso, outros testes indicam que precursores e acopladores, usados em tinturas permanentes,
tém levantado preocupacdes para a salde humana devido a riscos associados a alergias e
dermatites (8,27,33,78). Em 2006, a PFD foi considerada pela Sociedade Americana de
Alergia de Contato como o “alérgeno de contato do ano”. Na Alemanha e na Francga, por
exemplo, a utilizacdo da PFD foi proibida entre os anos de 1906 a 1980, onde posteriomente
foi liberada por toda a Europa (27,78). Dados estatisticos descrevem a PFD como o 5° maior
alérgeno entre os anos de 1985 e 1990, e como o 15° alérgeno mais frequente durante 1991 a
1996. (27,78)

A PTD, um derivado da PFD, é extremamente utilizado na composicdo de
formulacBes de corantes capilares sintéticos comerciais, onde ndo diferentemente da PFD,
apresenta também um claro potencial para induzir e desencadear processos alérgicos,
segundos numerosos estudos realizados em animais e em humanos. Entre os anos de 1991 a
1996, a PTD foi descrita na Europa como sendo o 16° alérgeno mais frequente (27,78). Além

de altamente alérgica, a PTD pode causar dermatites severas, infeccdes na pele, ematomas,
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irritacdo nos olhos causando a opacidade das corneas, queratoconjuntivite, blefarite e Glceras
estomacais. Além disso, pode causar hipoplasia, que é o desenvolvimento defeituoso ou
incompleto de tecidos ou 6rgdos causados pela diminuicdo do nimero de células, pode
provocar anemia aplasica, que ocorre quando a medula déssea ndo consegue produzir
quantidades suficientes de glébulos vermelhos, globulos brancos e plaquetas. No mais, a PTD
é altamente genotdxica e mutagénica, principalmente ap6s ser oxidada com peroxido de
hidrogénio, e bastante toxica a biota aquatica com efeitos longos e duradouros.
(27,28,30,44,66,78,87)

Uma alta taxa de alergia foi confirmada por uma andlise recente dos relatrios de
cosmetovigilancia registrados, por quatro dos principais produtores de corantes capilares, em
eventos indesejaveis atribuidos aos corantes de cabelos (78,88). No entanto, € cada vez mais
reconhecido que a moda de arte corporal da "tatuagem temporaria” com henna esta cada mais
difundida, particularmente entre os jovens de todo o mundo. As tintas usadas para esse tipo de
tatuagem contém em sua formulacéo doses altas de PFD, que podem desempenhar um papel

importante na alergia ao contato com corante capilar. (78,89,90)

Figura 14. Processo alérgico provocado por corante capilar permanente* (A), por doses de
PFD** (B) e em tatuagem de henna*** (C).

Fontes: * Imagens adaptadas do site “R7” (https://recordtv.r7.com/hoje-em-dia/videos/adolescente-quase-fica-
cega-apos-passar-tintura-nas-sobrancelhas-14102018). Acessado 24 janeiro 2020; (91)

** |magem adaptada de BRANCACCIO, R. R.; BROWN, L. H.; CHANG, Y. T.; FOGELMAN, J. P;
MAFONG, E. A.; COHEN, D. E. Identification and quantification of para-phenylenediamine in a temporary
black henna tattoo. American Journal of Contact Dermatitis, v. 13, n. 1, p. 15-18, 2002. (92)

*** |magens adptadas do site “Yahoo” (https://br.noticias.yahoo.com/reacao-tatuagem-de-henna-destroi-braco-
de-crianca-073859783.html). Acessado 24 jan. 2020. (93)
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Os compostos quimicos encontrados nas tinturas capilares sintéticas permanentes,
como precursores, acopladores, aditivos e entre outros sao considerados, de certa forma, 0s
compostos mais reativos da industria cosmética, o que torna o processo de tingimento dos
cabelos bastante complexo [11,21]. Isso faz com que o potencial toxicoldgico dessas tinturas
ndo seja sO de responsabilidade dos compostos puros utilizados nas composi¢fes desses
produtos, mas também pelos produtos secundarios e subprodutos gerados pela oxidacdo de
precursores e acopladores durante o processo de tingimento dos cabelos.

Um exemplo classico é a formacdo da BB pela da oxidagdo da PFD. Além de ser um
subproduto indesejado no processo de tingimento dos cabelos, a formacdo da BB tem
suscitado grande preocupacdo, uma vez que alguns autores indicam que a BB é forte
sensibilizante, potente alergénico e atua na perda dos cabelos, além de ser altamente
genotoxica, mutagénica e carcinogénica. (78,79,94,95)

O potencial de carcinogenicidade dos ingredientes utilizados nas formulagdes de
corantes capilar atraiu a atencdo de toxicologistas e epidemiologistas por muitas décadas,
dado que os ingredientes utilizados na composicdo desses corantes pertencem a classe das
arilaminas, que inclui conhecidos compostos carcindgenos em humanos, como a benzidina, 4-
aminobifenilo e a 2-naftilamina. A atividade carcinogénica de algumas arilaminas foi
reconhecida ja no final do século XIX, produzindo uma incidéncia aumentada de cancer de
bexiga em trabalhadores ocupados na industria de corantes. (78)

Embora algumas arilaminas sejam conhecidas como cancerigenas em humanos e
outros mamiferos, muitas substancias dessa grande classe quimica ndo possuem atividade
carcinogénica. No entanto, dado o alto potencial de carcinogenicidade das arilaminas, o
potencial cancerigeno das tinturas de cabelos e seus ingredientes tem sido uma grande
preocupacdo e investigado por diversas industrias do ramo e diversos organismos
governamentais como a Agéncia Internacional para a Pesquisa sobre Céancer (IARC) da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e por pesquisadores independentes do Programa
Nacional de Toxicologia dos Estados Unidos. (78,96,97)

Nos primeiros testes, realizados em 1975 por Ames e colaboradores (98), para a
avaliacdo da genotoxicidade, mutagenicidade e carcinogenicidade dos corantes capilares e dos
ingredientes utilizados nas formulacbes desses corantes (precursores e acopladores),
sugeriram que quase 90% desses ingredientes foram mutagénicos no teste com Salmonella
typhimurium, e representam um alto risco de carcinogenicidade para os consumidores.
(78,98)
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Diversos estudos mostraram uma correlacdo no aumento da incidéncia de alguns tipos
de cénceres e diversas doengas com a utilizagcdo de corantes capilares, dentre eles podemos
destacar: cancer de pulmao, pancreas, colo do utero, colorretal, pele, trato digestivo superior,
tiredide, bexiga urinaria, Doenca de Hodgkin e leucemia. (8,22,99,100-103)

Um estudo caso-controle, desenvolvido por Gago-Dominguez e colaboradores (102),
relatou um aumento da incidéncia de cancer de bexiga urinaria em mulheres usuarias de
tinturas de cabelos. Em uma segunda publicacdo, 0s mesmos autores sugeriram que 0
aumento do risco de cancer de bexiga em usuarios de tintura de cabelo estavam
principalmente associados a enzima NAT2 (103). A enzima NAT2 é considerada uma enzima
chave responsavel pela desintoxicacdo de arilaminas no figado, diminuindo o fendétipo
acetilador exposto ocupacionalmente pelas arilaminas carcinogénicas, e com isso podendo
estar associada a um maior risco de desenvolver cancer de bexiga (104). No entanto, dado que
as tinturas de cabelos e seus ingredientes tém principalmente contato com a derme, elas
podem ser primeiramente acetilados pela enzima NAT1 na pele. Assim, € provavel que a
NAT2 desempenhe um papel menor, se houver, na desintoxicacdo, ativacdo, na
mutagenicidade e carcinogenidade dos corantes capilares e de seus ingredientes quando em
contato com a pele. (40)

Nos Ultimos anos, potenciais problemas reprodutivos, e efeitos adversos devido a
exposicdo ocupacional a corantes capilares e outras substancias presentes em salGes de
cabeleireiro foram investigados. A maioria desses estudos investigou parametros de
reproducdo, nascimentos prematuros, prevaléncia de baixo peso de recém nascidos e de bebés
em idade gestacional. Alguns estudos sugeriram um aumento no nimero de recém nascidos
com baixo peso na prole de cabeleireiros da Suécia, Finlandia e Estados Unidos. (105-112)

No entanto, um estudo realizado em cabeleireiros do sexo masculino, entre 0s anos de
1960 e 1998 na Suécia, registrou uma correlacéo entre os corantes de cabelos e 0 aumento da
incidéncia de cancer do trato digestivo superior, pulmdo e colorretal. J& com relacdo a
cabeleireiros do sexo feminino, verificou-se um aumento do risco de desenvolver cancer de
pulmdo, pancreas, colo do Utero e pele, principalmente no couro cabeludo e pescoco, que séo
locais onde ha maior contato das tinturas de cabelo. (8,100)

Em um estudo de caso-controle, Zheng e colaboradores (113) ndo encontraram
qualquer correlagcdo com risco de cancer de mama associado ao uso de corantes capilares.

Resultados semelhantes também foram observados por Cook e colaboradores. (114)
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Demais estudos foram realizados correlacionando usuérios e cabeleireiros que tém
contato com corantes capilares com o desenvolvimento de cancer de bexiga. Os resultados
obtidos mostraram que pessoas que tingem seus cabelos pelo menos uma vez por més, por um
periodo de um ano, tém 1,9 vezes mais chances de desenvolverem céncer de bexiga. Usuarios
que tingem seus cabelos pelo menos uma vez por més, por um periodo de quinze anos ou
mais, tém 3,3 vezes mais chances de desenvolverem esse tipo de cancer. Na mesma pesquisa
foi descoberto que profissionais que tem contato rotineiro com corantes capilares, por dez
anos ou mais, tém 5 vezes mais chances de desenvolverem cancer de bexiga. (27)

Pesquisas realizadas no Japdo, com relacdo ao uso de tinturas de cabelos e o
desenvolvimento de sindrome mielodisplésica tiveram resultados negativos, e ndo tiveram
detectado nenhum risco aumentado com relacdo ao uso de tinturas de cabelos. (8,115)

Desta forma, a correlacdo entre o risco do desenvolvimento de diferentes tipos de
canceres e 0 uso regular de tinturas capilares ainda ndo esta bem estabelecida, considerando as
discrepancias entre os estudos publicados até o0 momento (8). Em uma revisdo publicada em
2010, Nohynek e colaboradores mostraram, em diferentes estudos realizados, que nao houve
evidéncias sufucientes que comprovem que a exposi¢do ocupacional ou ocasional a tinturas
de cabelos causem algum efeito toxico na reproducdo humana. (78)

Todavia, a literatura ainda é bastante escassa, quanto a toxicidade dos corantes
capilares aos seres humanos, devido a dificuldade de associacdo entre estes e as alteraces
fisioldgicas especificas. Em geral, as pesquisas sdo realizadas inicialmente em condigdes
muito especificas e na maioria das vezes ndo retratam as condicGes reais do uso das tinturas
de cabelos. Assim, a maioria dos trabalhos envolve apenas o estudo dos precursores e
acopladores separadamente, e ndo dos corantes formados apos reacao especifica entre ambos,
ou dos outros tipos de corantes basicos e acidos usados nas formulacGes de tinturas

temporérias e dos corantes do tipo semipermanentes.

2.6. Métodos analiticos desenvolvidos e utilizados na quantificacdo e no

monitoramento de corantes capilares em diversas matrizes

A utilizacdo, producdo e venda de corantes capilares cresceu vertiginosamente nos
ultimos anos em virtude da popularizacdo, desenvolvimento tecnoldgico, criacdo de novas

formulagGes com maior poder de fixagédo, durabilidade, diversidade de cores e tonalidades,
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seguranga e por precos mais acessiveis, o que faz movimentar ainda mais o mercado
multimilion&rio de cosmésticos. (8,12,21,44)

O aumento do consumo de corantes de cabelos e a necessidade de controle exigem que
0 processo de fabricacdo seja baseado em praticas rigorosamente controladas, para obter um
produto padronizado com caracteristicas fisico-quimicas satisfatdrias, a fim de minimizar os
riscos e os efeitos colaterais oferecidos aos usuarios por esses produtos. (66)

Os corantes capilares s@o regulados, por normas bem definidas, por diversas agéncias
reguladoras em todo o mundo. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) é a responsével pela autorizagdo para a comercializagdo de produtos cosméticos,
fiscalizacdo das empresas que fabricam esses produtos, verificagdo do processo de producéo e
das técnicas e métodos empregados para o controle de qualidade desses produtos. De acordo
com a ANVISA, antes de um produto ser lancado no mercado, a seguranca deve ser avaliada
pelo proprio fabricante ou importador por meio de diversos ensaios toxicoldgicos como:
toxicidade sistémica aguda, corrosividade, irritacdo dérmica, sensibilizacdo cutanea, absorcéo
e penetracdo cutanea, mutagenicidade, genotoxicidade, toxicidade subaguda e subcronica,
irritacdo ocular, irritacdo de mucosas, efeitos toxicos induzidos pela radiacdo ultravioleta
(fototoxicidade e fotoalergia), carcinogenicidade, toxicidade do desenvolvimento e
reproducdo (teratogenicidade), toxicocinética e toxicodinamica. (8,117)

Para este fim, métodos analiticos capazes de detectar e quantificar corantes de cabelo e
seus derivados em diversas matrizes ambientais e de fluidos biol6gicos sdo importantes tanto
para monitorar contaminagdo ambiental quanto para a protecdo da satde humana. (8,66)

Nos ultimos anos, muitos estudos mostraram a presenca de tracos de corantes,
precursores e acopladores nos ecossistemas aquaticos (44,45,118-125). Em um trabalho
recente, Vacchi e colaboradores (123) relataram ter encontrado os corantes Azul Disperso
291, Azul Disperso 373, Laranja Disperso 30, Vermelho Disperso 1, Violeta Disperso 93 e
Amarelo Disperso 3, na faixa de concentragio de 0,01 a 6,81 pg L%, oriundos de efluentes de
uma estacdo de tratamento de aguas residuais, em amostras a montante e a jusante da agua do
Rio Piracicaba e no afluente do Rio Quilombo (ambos localizados no estado de S&o Paulo).

Umbuzeiro e colaboradores (121) relataram que os efluentes do processo de tingimento
com corantes, gque possuiam aminas aromaticas e compostos nitro-aromaticos em sua
composicdo, foram responsaveis pela atividade mutagénica observada nas aguas do Rio
Cristal, que esta localizado na regido metropolitana da cidade de Séo Paulo.

Para isso, diversas técnicas analiticas tém sido utilizadas. A técnica de cromatografia
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liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma das ferramentas analiticas mais utilizadas para
separacdo, deteccdo e quantificacdo de substancias organicas em diferentes matrizes, operando
com fase modvel adequada e com métodos de deteccdo que podem oferecer seletividade,
sensibilidade e exatiddo de analise. Com o avanco tecnologico, a disponibilidade dos métodos
de deteccdo acoplados a CLAE € enorme, podendo ser utilizados detectores tais como:
fotométricos (UV-Vis e arranjo de diodos (DAD)), fluorescéncia, indice de refracdo,
eletroquimico e espectrometria de massas. A alta detectabilidade e separacdo dos componentes
da amostra dependem principalmente da selecdo apropriada do detector e da coluna
cromatografica, respectivamente. (44,45,66,126-128)

Narita e colaboradores (129) determinaram simultaneamente 7 aminofendis (dentre eles
0 PAF), RSN e PFD em formulagGes comerciais de tinturas de cabelo por CLAE com
deteccdo eletroquimica utilizando eletrodo de ouro. Os compostos foram separados em uma
coluna de fase reversa C18, por eluicdo isocratica, com uma fase movel composta de tampéo
acetato 0,1 mol L (pH 4,5) : metanol (90 : 10% (v/v)) e vazdo de 0,8 mL min™. Os limites de
deteccdo obtidos foram na faixa de 15 a 40 pg, com um potencial aplicado de 0,95 V versus
Ag/AgCl. Desvios padrbes relativos foram compreendidos na faixa de 2,5% a 6,2%,
dependendo do composto.

Rastogi (130) desenvolveu uma metodologia analitica para determinacéo de diferentes
precursores (entre eles a PTD) e acopladores, de corantes capilares permanentes, em
formulacBes comerciais de tinturas de cabelo por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo por arranjo de diodos (CLAE/DAD). Os compostos foram separados em uma coluna
de fase reversa RP-amide C16, com eluicdo por gradiente, e fase mével composta de tampéo
fosfato 0,025 mol L (pH 6,0), contendo 0,1 % (v/v) de sal sodico do acido heptanossulfénico:
acetonitrila, e vazdo de 1,0 mL min™. Boas recuperagdes foram obtidas com a metodologia
analitica proposta.

Bessegato e colaboradores (43) determinaram simultaneamente PFD, RSN e BB em
amostras de efluente de saldo de cabeleireiros, recolhidos apds o processo de tingimento dos
cabelos com corantes capilares permanentes, por CLAE/DAD. Os compostos foram separados
em uma coluna de fase reversa C18, utilizando eluicdo por gradiente, e uma fase movel
composta de tampao acetato 0,1 mol L™ (pH 5,6):metanol a uma vazdo de 0,8 mL min™. Na
amostra avaliada foi encontrada uma concentracdo de 0,058 + 0,02 mg L' de PFD e 4,52 +
0,17 mg L' de RSN.
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Mohamed e colaboradores (131) determinaram simultaneamente PFD e seus principais
metabolitos (N-acetil-p-fenilenodiamina e N,N-diacetil-p-fenilenodiamina), em amostras de
sangue de cadaveres, por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (CLAE-MS/MS). Os compostos foram separados em uma coluna de fase reversa C18,
utilizando eluicdo por gradiente, e uma fase movel composta de &cido férmico 0,1% (v/v) :
acetonitrila a uma vazdo de 1,0 mL min. Nas amostras de sangue avaliadas, quantidades
consideraveis tanto de PFD quanto de seus metabolitos foram encontradas.

Métodos eletroguimicos também vém sendo desenvolvidos no monitoramento de
corantes, precursores e acopladores de corantes capilares. Nesse sentido, destaca-se 0
desenvolvimento de eletrodos quimicamente modificados, que séo capazes de permitir a
identificacdo e a quantificacdo de diferentes analitos, simultaneamente ou ndo, de forma
rapida, especifica e precisa em baixas concentracGes e em matrizes complexas. (12,44,66,132)

As infinitas possibilidades de modificacdo de eletrodos permitem o desenvolvimento
dos mais variados sensores para atender a demanda nas mais diversas areas, principalmente
em aplicacbes ambientais, onde tanto a industria quanto os 6rgdos de vigilancia ambiental,
necessitam de sensores para analise quantitativa ou diferencial de inimeros rejeitos industriais
e domésticos, tais como precursores de corantes capilares permanentes, que sa0 compostos
organicos considerados poluentes emergentes (12,44,66,132,133). Estes eletrodos sé&o
frequentemente preparados pela modificacdo de um substrato condutor para produzir um
eletrodo adequado para uma determinada funcdo (134), inibindo ou favorecendo alguns
processos, levando a maior seletividade e sensibilidade de analise. Isto pode ocorrer devido a
alguns processos eletroquimicos, como a aceleracdo do processo de transferéncia de elétrons,
acumulacdo preferencial, ou barrar espécies indesejadas por permeacao seletiva. (135)

Nessa linha, Hudari e colaboradores (12) determinaram simultaneamente PFD e RSN,
em amostras de formulacGes comerciais de tinturas de cabelo e dgua de torneira, utilizando
um sensor voltamétrico simples e econdmico, constituido de um eletrodo de carbono vitreo
(GCE) revestido por compositos de nanotubos de carbono de maltiplas paredes modificados
com quitosana (MWNTs-CHT/GCE). A modificacdo do eletrodo de carbono vitreo na
metodologia proposta aumentou a densidade de corrente em 10% para a PFD e 70% para o
RSN em relagéo ao eletrodo ndo modificado. A curva de calibracdo mostrou linearidade entre
0,55 e 21,2 mg L com limites de deteccio de 0,79 e 0,58 mg L para PPD e RSN,

respectivamente, e recuperacdo nas amostras em torno de 97%.
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Yin e colaboradores (132) utilizaram um eletrodo de carbono vitreo modificado com
um filme composto de grafeno e quitosana, para determinar PAF em amostras de &gua e
comprimidos de paracetamol. A modificacdo do eletrodo de carbono vitreo com grafeno e
quitosana aumentou a densidade de corrente, e um limite de detecgdo de 5,7x10® mol L foi
obtido para o PAF na metodologia proposta.

Outras técnicas analiticas também foram utilizadas para determinagdo de precursores,
acopladores e corantes em diferentes matrizes ambientais e bioldgicas. Dentre elas podemos
destacar a cromatografia gasosa acoplada a diversos detectores (136-138), eletroforese capilar
(139) e espectrofotometria UV-Vis (140).

Neste contexto, diante da alta utilizagdo das tinturas capilares permanentes e do
escasso relato de investigacdo sobre a avaliacdo do mecanismo de reacdo, acdo citotoxica,
mutagenicidade e monitoramento de agentes precursores, € altamente pertinente investigar,
identificar e monitorar os produtos principais e secundarios produzidos pela oxidagdo da PTD,
do PAF e da reacdo entre ambos com vistas a mimetizar as tinturas permanentes de cabelo em
meio alcalino de tampdo aménio (pH 8,0), na presenca e auséncia de perdxido de hidrogénio
como agente oxidante. Para isto pretende-se utilizar métodos espectrofotométricos na regido
do UV-Vis e do infravermelho (IR) médio, espectrometria de massas (MS/MS),
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (*H-RMN) e técnicas
eletroquimicas.

Além disto, é importante a avaliacdo da toxicidade/mutagenicidade desses produtos,
bem como, desenvolver metodologias analiticas para determinacdo da PTD e do PAF,
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos e
utilizando métodos eletroquimicos, para 0 monitoramento e quantificacdo em amostras de
efluente de saldo de cabeleireiros, coletados ap6s o tingimento de cabelos com corantes
permanentes, aguas superficiais e de estacGes de tratamento de agua e matrizes bioldgicas.
Para isso, é proposto o desenvolvimento de um método cromatografico, a construgdo de um
sensor eletroquimico utilizando eletrodo de carbono impresso modificado com nanoparticulas
magnéticas de magnetita funcionalizadas com grupos carboxilicos e L-cisteina. E por fim, entender
como 0s compostos alvos desse estudo, a PTD e o PAF, interagem com a queratina e 0s
aminoacidos presentes nos fios de cabelo humano, pela contru¢do de um biossensor baseado

na modificagdo de um eletrodo de carbono vitreo com queratina de cabelo humano.
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3. Objetivos

O objetivo do presente trabalho é buscar informacdes sobre 0s mecanismos de reacao
envolvendo a oxidacdo da PTD, do PAF e da reacdo entre ambos, identificando os principais
produtos em condigOes oxidativas que mimetizam as tinturas permanentes de cabelos, na
presenca e auséncia de peroxido de hidrogénio como agente oxidante, e propor novos
métodos analiticos para monitoramento dos precursores e produtos gerados em aguas
residuarias.

Dentro dos objetivos especificos pretende-se:

- Identificar os principais subprodutos gerados na oxidagdo da PTD, PAF e da reacéo
entre ambos, utilizando métodos espectrofotométricos na regido do UV-Vis e do
infravermelho médio, espectrometria de massas, espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio e técnicas eletroquimicas;

- Avaliar a toxicidade e a mutagenicidade desses produtos usando Daphnia e 0 método
de AMES, repectivamente;

- Desenvolver e/ou aplicar métodos cromatograficos por CLAE/DAD e métodos
eletroanaliticos para determinagdo de PTD, PAF e seus subprodutos em amostras de efluente
de saldo de cabeleireiros, amostras de agua coletadas antes e apds o tratamento em estacao de
tratamento de agua (ETA) e, amostras bioldgicas;

- Propor a construcdo de um sensor eletroquimico utilizando eletrodo de carbono
impresso modificado com nanoparticulas funcionalizadas com grupos carboxilicos e L-cisteing;

- Investigar o comportamento voltamétrico da queratina presente nos fios de cabelos
humanos e sua interacdo com 0s compostos alvo desse estudo, a PTD e o PAF usando

técnicas eletroanaliticas.

4. Parte experimental

4.1. Reagentes e equipamentos

Todos os reagentes usados neste trabalho foram de grau analitico e utilizados sem
purificacdo prévia. Todas as solucdes aquosas foram preparadas utilizando agua ultrapura do
sistema Milli-Q, Millipore (condutividade < 0.10 pS cm™). Os padrdes de p-toluenodiamina
(97,0%), p-aminofenol (98,0%), acido borico (99,0%), hidroxido de sodio (98,0%) e L-
cisteina (97,0%), ureia (para biologia molecular, 98,0%), dodecilsulfato de sédio (98,5%),

hexacianoferrato de potassioll (99,98%), hexacianoferrato de potassiolll (99,0%) e tris(2-
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carboxietil)fosfina (98,0%) foram obtidos da Sigma-Aldrich. Os reagentes acetato de amonio
(99,5%), hidréxido de aménio (28,0 — 30,0%), perdxido de hidrogénio (30,0% (v/v) (100
volumes)), sulfato de sddio decaidratado (99,0%), cloreto de célcio hexaidratado (99,0%),
tetraborato de sédio decaidratado (99,0%), cloreto de amdnio (99,8%), cloreto de potassio
(98,5%), cloreto de sodio (99,5%), acido cloridrico (32,0%), dihidrogenofosfato de sodio
(99,0%) e dihidrogenofosfato de potassio (99,5%) foram obtidos da Merck. Acido acético
glacial (100,0%), metanol (99,9%), cloroformio (99,9%), acetonitrila (99,9%) e &cido
formico (88,0%), todos grau HPLC, foram obtidos da J. T. Baker. Acetato de etila (99,9%)
foi obtido da Mallinckrodt. Acido fosforico (85,0%) foi obtido da Synth. Acetato de sodio
trihidratado (100,0%) e hidrogenofosfato dissddico dihidratado (99,9%) foram obtidos da
Analar Normapur. Solugdes de tamp&o amonio 0,1 mol L™ a pH 8,0 foram preparadas pela
mistura de 50,0 mL de hidréxido de amdnio 0,2 mol L, 250,0 mL de acetato de amdnio 0,2
mol L e posterior diluicdo com &gua ultrapura. Solugdes de tampao acetato 0,01 mol L™ a
pH 5,6 foram preparadas pela mistura de 48,0 mL de &cido acético 0,2 mol L, 452,0 mL de
acetato de amonio 0,2 mol L e posterior diluicio com agua ultrapura até o volume de 2000,0
mL. Para estudo do comportamento eletroquimico da PTD, PAF, queratina e sua interacao
com os precursores de corantes capilares, solucdes de eletrélitos suporte: HCI/KCI (pH 1,0 -
2,0), tampdo acetato (pH 3,0 - 5,0), tampao fosfato (6,0 - 8,0), tamp&o bérax (pH 9,0 - 11,0) e
NaOH/KCI (pH 12,0) foram preparadas em agua ultrapura a uma concentracdo de 0,1 mol L
!, Para o preparo das soluges tampdo Briton-Robinson (tampdo BR) 0,1 mol L, a pHs
variando de 2,0 a 10,0; foram preparadas a partir da mistura de 12,5 g de acido bérico, 12,3
mL de acido fosforico e 11,5 mL de &cido acético glacial, porteriormente diluida com agua
ultrapura até o volume de 1000,0 mL, onde todos os reagentes ficaram com uma concentracédo
final de 0,2 mol L. Apds o preparo da solucio tampédo BR, volumes dessa solugéo tiveram o
pH desejado acertado com a adi¢do de volumes de uma solucdo de hidroxido de sédio 3,0
mol L. Por fim, foi adicionado &gua ultrapura, para que a solugdo de tamp&o BR ficasse com

uma concentragéo final de 0,1 mol L.

4.2. Oxidacéo da PTD, do PAF e a reacédo entre ambos

Solucdes de PTD e PAF na concentracdo de 10,0 mg L em tamp&o amdnio 0,1 mol
L1, pH 8,0, foram submetidas a oxidagdo na presenca e auséncia de 0,1% (v/v) de perdxido
de hidrogénio para a PTD e 0,05% (v/v) de peroxido de hidrogénio para o PAF. A oxidagéo

da PTD e do PAF foi monitorada por espectrometria de massas MS/MS e espectrofotometria
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UV-Vis, por um periodo de 180 minutos (3 horas), com obtencdo de espectros a cada 30
minutos, na presenca e auséncia de luz ambiente. Os produtos de reag&o foram caracterizados
por espectroscopia na regido do infravermelho (IR) e ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (*H-RMN).

A reacgdo entre a PTD e o PAF também foi avaliada em proporgéo estequiométrica de
1:1, respectivamente, em tampao amoniacal 0,1 mol L™ a pH 8,0, na presenca e auséncia de
luz ambiente e de 1,0% (v/v) de peréxido de hidrogénio. O monitoramento da reacéo foi
realizado por espectrometria de massas MS/MS e espectrofotometria UV-Vis, por um periodo
de 180 minutos (3 horas), com obtencdo de espectros a cada 30 minutos, na presenca e
auséncia de luz ambiente. De maneira semelhante ao monitoramento da oxidacéo da PTD e do
PAF, os produtos de reacdo foram caracterizados por espectroscopia na regido do

infravermelho (IR) e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (*H-RMN).

4.3. Produtos de oxidagdo da PTD, do PAF e da reacdo entre ambos

A separacdo dos compostos obtidos pela oxidacdo da PTD, do PAF e da reacdo entre
ambos foi realizada por cromatografia de camada delgada (CCD) usando placas de silica gel
20x20 cm DC-Fertigfolien ALUGRAM Xtra Sil G/UV254 de Macherey-Nagel. Para isso,
solucbes de PTD, de PAF e de ambos juntos em proporcdo estequiométrica de 1:1,
respectivamente, foram preparadas na concentracéo de 1000,0 mg L em tamp&o amonio a
0,1 mol L a pH 8,0, na presenca e na auséncia de 1,0% (v/v) de peroxido de hidrogénio. Em
seguida uma quantidade dessas solu¢des foram adicionadas nas placas de silica com auxilio
de um capilar de vidro.

A separacdo cromatografica foi realizada em um vaso de vidro de fase movel
constituido de cloroférmio, acetato de etila e metanol como fase mével na composicdo de
6:2:2 (vIvIv), respectivamente. Os produtos formados a partir de solugdes recém preparadas e
em solugdes com intervalos de tempo de 3 horas foram avaliados tanto na presenga como na
auséncia de luz ambiente e perdxido de hidrogénio.

Apo0s a realizacdo da corrida cromatogréfica, as placas de silica foram reveladas em
uma camara escura equipada com uma lampada UV-Vis. Os respectivos produtos formados e
revelados na cadmara escura foram extraidos da silica com 10,0 mL de uma mistura de
solventes composta por cloroférmio, acetato de etila e metanol a 6:2:2 (v/iVIV),

respectivamente e sujeitos a sonicacao a temperatura ambiente durante 5 minutos. Finalmente,
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os extratos dos produtos formados foram filtrados em papel de filtro e os solventes foram
totalmente evaporados.

4.4. Monitoramento da PTD, do PAF e da reacéo entre ambos

Medidas espectrofotométricas na regido do visivel e do ultravioleta (200 a 800 nm)
foram realizadas num espectrofotdmetro Hewlett-Packard 8453 UV-Vis utilizando uma
cubeta de quartzo de 1,0 cm. O monitoramento da solucdo anterior (descrita na segéo 4.2) foi
realizada por um periodo de 3 horas com a obtencédo de espectros a cada 30 minutos.

Os produtos separados por CCD foram ressuspensos em 1,0 mL de cloroférmio e
analisados por espectrometria de infravermelho usando um espectrdmetro Bruker, modelo
VERTEX, com transformada de Fourier equipado com detector tipo DLaTGS, na faixa de 400
a 4000 cm™.

Para monitorar a formacdo dos produtos a partir da oxidacdo da PTD, do PAF e da
reacdo entre ambos, medidas de espectrometria de massas foram realizadas em um
espectrometro de massas 3200 QTRAP (ESI - Trap Quadrinole Linear ESI-MS/MS) da AB
SCIEX, no modo de ionizacdo por eletropulverizacdo positiva ([M+H]"). Para isso,
experimentos completos de varredura que variaram de 100 a 900 Da foram realizados para a
reacdo em solucdo e para os produtos isolados por CCD. As amostras dos produtos foram
solubilizadas em 1,0 mL de metanol, e 100,0 uL. dessas amostras foram diluidas em 900,0 uL
de acetonitrila e adgua ultrapura na proporcao de (1:1) (v/v) contendo 0,1% (v/v) de acido
formico. As analises foram realizadas via infusdo direta no espectrébmetro de massas, por uma
seringa automatica em um fluxo de 10,0 pL min™?. Os pardmetros da fonte de ionizagéo
utilizados foram: electrospray 5500 V, géas de cortina (CUR) 10 psi, gas nebulizador de 15 psi,
potencial de deplecdo (DP) 35 V, potencial de entrada (EP) 10 V, potencial de saida de
colisdo (CXP) 30 V e energia de colisdo (CE), que variou de 15a 30 V.

As medidas de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio foram realizadas com
tubo de quartzo de 3,0 mm de didmetro em um equipamento Bruker, modelo Avance 111 HD
600 Hz. Para isso, os produtos isolados por CCD foram solubilizados em 200,0 uL. de metanol

tetradeuterado e depois transferidos para o tubo de vidro.
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4.5. Testes de mutagenicidade e toxicidade dos produtos formados pela

reacao de oxidagdo da PTD, do PAF e da reacdo entre ambos

A avaliacdo da mutagenicidade e da toxicidade dos produtos formados pela oxidagédo
da PTD, do PAF e da reacdo de ambos foi desenvolvida em parceria com o grupo de pesquisa
Proft. Drd Gisela de Aragdo Umbuzeiro, Docente da Faculdade de Tecnologia da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), campus da cidade de Limeira - SP.

Os testes de mutagenicidade e toxicidade foram realizados apenas para 0s produtos
principais e finais, uma vez que na literatura a avaliacdo toxicoldgica e mutagénica da PTD e
do PAF é conhecida, porém ndo ha relatos a respeito dos produtos formados pelas reacGes
desses compostos.

Para a realizacdo dos testes para os produtos e subprodutos de reacdo estudados,
derivado da BB (produto final da oxidagdo da PTD), trimero e tetrdmero (produtos finais da
oxidacdo do PAF) e dos produtos precipitados e sollveis formados através da reacdo de
ambos, solucdes de PTD e de PAF foram preparadas em uma concentragéo de 1000,0 mg L*
em tampdo aménio 0,1 mol L*apH 8,0, com 1,0% (v/v) de perdxido de hidrogénio. A
reacdo entre a PTD e o PAF foi realizada na mesma condi¢do anterior na proporgéo
estequiométrica de (1:1), respectivamente. Os produtos precipitados formados tanto na reacao
de oxidacdo do PAF quanto na reacdo com a PTD foram retirados por filtracdo com papel de
filtro quantitativo e, posteriormente recolhidos e secos com nitrogénio. Os demais produtos
formados na reacdo de oxidacdo da PTD, do PAF e da reacdo entre ambos foram isolados e
extraidos pela técnica de extracdo liquido-liquido com trés fracbes de 10,0 mL de
cloroférmio, e posteriormente secados por evaporacao do solvente com nitrogénio.

Os testes de mutagenicidade foram conduzidos utilizando uma versdo miniaturizada
do ensaio de microssuspensdo Salmonella/microssoma desenvolvido por Zwarg e
colaboradores (141). O teste foi realizado em microplacas de 12 pogos contendo agar minimo,
onde a amostra de teste e as bactérias foram pré-incubadas com e sem ativacdo metabolica
(mistura S9) por 90 minutos. Quatro réplicas de cada concentracdo foram testadas e 0 nimero
de revertentes por poco é contado ap6s 66 horas.

A cepa Salmonella enterica serovar Typhimurium YG1041 foi selecionada para este
estudo devido a sua alta sensibilidade a nitroarenos e aminas aromaticas (142). As amostras
foram diluidas em dimetilsulfoxido (DMSO) e testadas nas concentra¢des de 0,1, 1,0 e 10,0

ug mL?. Todos os meios e a mistura S9 foram preparados com base nos procedimentos
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descritos por Mortelmans e Zeiger (143). A mistura S9 a 5% foi preparada utilizando o S9 de
figado de rato induzido por Aroclor 1254, obtido da Moltox - EUA. Os controles negativos
consistiram de DMSO e os controles positivos foram incluidos. Utilizamos 4-nitro-o-
fenilenodiamina a 20,0 ng mL™* sem S9 e 2-aminoantraceno a 0,3 ng mL?* com S9. A
toxicidade foi avaliada pela inspecdo cuidadosa do fundo dos pog¢os com o auxilio de um
estereomicroscopio.

Os dados foram analisados no programa Salanal e consistiram em uma analise
estatitica ANOVA seguida do teste ad hoc de Tukey. Resultados de ANOVA com p < 0,05
indicam uma resposta positiva. Os dados também foram analisados para um modelo linear de
truncamento de regresséo linear do tipo Bernstein, onde p > 0,05 indica que o modelo tinha
um bom ajuste (144). A poténcia mutagénica do composto foi expressa em Concentracao
Efetiva Minima (CEM.), que é a concentracdo que dobrou o numero de revertentes
espontaneos, calculada com base na regresséo linear.

Os testes de toxicidade foram realizados para a mistura de todos os produtos e para
0s produtos soltveis em agua (sem os produtos precipitados), obtidos da reacdo entre a PTD e
o PAF em meio alcalino oxidante, a partir da toxicidade aguda em Daphnia. A Daphnia
similis é cultivada no LAEG - Laboratorio de Ecotoxicologia Genotoxicidade da Faculdade de
Tecnologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). A cultura foi mantida em
meio MS a 20 °C + 2 °C, pH 6,0 a 9,0; dureza, 40,0 a 48,0 mg L expressos em CaCQOs, com
(16:8) luz/escuridao e intensidade leve de 1000 lux (145). Os organismos sdo alimentados
diariamente com algas verdes Raphidocelis subcaptata (10° células org™). Experimentos
preliminares foram realizados com duas repetices seguidas de testes definitivos usando trés
repeticdes. Em cada repeticdo de cinco organismos de neonatos, 6-24 horas de idade, foram
expostos a substancia em tubos de plastico (10,0 mL) durante 48 horas a 20 °C + 2 °C, com
uma intensidade de luz de 1000 lux sob fotoperiodo (16:8 de luz/escuriddo), sem alimentacéo.

Apbs o periodo de exposicdo de 48 horas, 0 nimero de organismos imobilizados
foram contados. Os testes sdo considerados validos se a taxa de imobilizagéo fosse inferior a
10% no grupo de controle negativo (145). Os testes de sensibilidade sdo rotineiramente
realizados com cloreto de sédio (NaCl). As amostras foram testadas em experimentos de
resposta de concentragdo em escala logaritmica. O tampao utilizado para preparar as amostras
(tamp&o aménio 0,1 mol L a pH 8,0) também foi avaliado para verificar sua possivel
interferéncia nos resultados de toxicidade. A concentracdo efetiva (EC50) foi estimada como

base nas experiéncias de resposta a concentracao e expressa em porcentagem (%).
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4.6. Determinacéo de PTD e PAF, em amostras de aguas e rejeitos de saldo
de cabeleireiros, por CLAE/DAD e MS/MS

A determinacdo de PTD e PAF em amostras de agua e de efluente de saldo de
cabeleireiros, foram realizadas por CLAE/DAD usando um cromatografo Shimadzu, modelo
SCL-10AVP.

As amostras de agua foram coletadas em 9 pontos diferentes da represa, e da estacao
de tratamento de agua (apds o processo de tratamento), na cidade de S&o José do Rio Preto —
SP. Os pontos escolhidos para coleta das amostras de agua da represa, foram os mesmos
pontos que a companhia de &dgua local utiliza para a coleta de amostras para analises e, para o
controle da qualidade da agua da represa (realizado mensalmente) que é utilizada para o
abastecimento da cidade. A coleta das amostras de agua desses pontos foram realizadas em
companhia de um técnico da companhia de agua local.

A captacdo de agua na cidade de S&o José do Rio Preto — SP € feita em 2 diferentes
pontos da represa, que fica situada no interior e, se estende até os arredores, da cidade. A
represa é reponsavel por cerca de 30% do abastecimento total diario de agua da cidade e, o
restante do abastecimento de &gua é realizado por poc¢os perfurados em varios pontos da
cidade.

Resumidamente, o tratamento de dgua na cidade de S&o José do Rio Preto — SP é
realizado de forma convencional e semelhante a de inumeras cidades brasileiras e do exterior.

Primeiramente a agua coletada passa por uma rede que contém grades de contencéo,
para a remocao de sujeira e, de material particulado de grande volume, que esteja presente na
agua. ApOs passar por essas grades, a agua € bombeada até um aerador para remoc¢do de
compostos organicos volateis, que possam dar mal cheiro e gosto ruim a agua. Posterior a
etapa e aeracdo, € adicionado hipoclorito de sodio (que funciona como agente desinfectante),
cloreto de férrico (que funciona como agente coagulante) e cal (para controle do pH) a agua.
A &gua é agitada, em baixa rotacdo por algumas horas, em tanques que contém hélices e pas,
para a mistura dos produtos adicionados e para a coagulacdo da sujeira presente na agua.
Apo0s a o processo de mistura e coagulacdo, a &gua é submetida a um processo de decantagéo,
em varios decantadores, para remocdo de grande parte da sujeira presente na agua que
coagulou. Posterior ao processo de decantacdo a agua é filtrada em grandes filtros, que
recheados por brita, cascalho, areia e carvdo, para a limpeza e remocéao do restante da sujeira

gue ndo ficou retida nos decantadores. Por fim, é adicionado novamente hipoclorito de sodio e
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o pH da agua é corrigido, conforme as normas estabelecidas pela legislacdo brasileira vigente,
e agua ja limpa, tratada e pronta para o consumo € distribuida, por bombas, para diferentes
pontos da cidade.

A amostra de efluente de saldo de cabeleireiros foi coletada apos o tingimento dos
cabelos com tintura comercial, de coloracdo preta, que continha PTD e PAF em sua
composi¢do. Em um saldo de cabeleireiros da cidade de Araraquara — SP, foi realizado o
processo de tingimento dos cabelos. Para isso, o kit da tintura foi aplicada nos cabelos,
previamente lavados com shampoo, onde permaneceu por um periodo de 45 minutos,
conforme as instrugdes ditadas pelo fabricante. Apos o tempo de 45 minutos, foi realizado o
tingimento dos cabelos, que posteriormente foram lavados com agua até a remocao completa
do excesso de corante que ndo ficou fixado nos cabelos. O residuo produzido pelo processo de
remocao e lavagem dos cabelos foi coletado, armazenado e levado para o laboratdrio para ser
analisado.

As amostras de agua e do efluente de saldo de cabeireiros foram coletadas em frascos
de vidro adequadamente lavados de acordo com as diretrizes da Associacdo Americana de
Saude Publica (APHA) (Associacdo Americana de Saude Publica, 1998) e da Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) (Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos). As amostras foram protegidas da luz durante o transporte e armazenadas sob
refrigeracdo a -5 °C, e analisadas até 48 horas apds a coleta.

Para as analises, um volume de 300,0 mL das amostras de dgua (represa e da estacao
de tratamento) e 50,0 mL de amostra de efluente de saldo de cabeleireiros foram tratados
antes das analises.

As amostras coletadas foram centrifugadas a 12.000 rpm por 5 minutos, e 0s
sobrenadantes foram coletados e filtrados a vacuo em filtros de 0,47 e 0,20 pm.
Subsequentemente, as amostras foram acidificadas com acido acético até pH 2,5 e eluidas em
cartuchos de extracdo em fase sélida, de permuta catidnica Oasis MCX 6cc, da marca Waters.

Apos eluicdo das amostras, os cartuchos foram lavados, com 2,0 mL de uma solucéo
aquosa de 2,0% (v/v) de acido acético, para a retirada de compostos que ndo ficaram retidos
nos cartuchos. O contetdo retido nos cartuchos foi recuperado com 4,0 mL de uma solugédo de
hidroxido de amonio a 5,0% (v/v) em metanol. Os conteidos recuperados foram secos por
evaporacdo com nitrogénio. Posteriormente a extracdo, as amostras foram solubilizadas em
1,0 mL da mesma solucdo utilizada como fase movel e injetadas diretamente no

cromatografo.
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A separagdo cromatogréfica foi realizada em uma coluna de fase reversa
Phenomenex Kinetex C18 (150x4,6 mm, 5 um, 100 A), conectada a um protetor de coluna
Phenomenex Kinetex C18 (1 cm x 4,6 mm, 5 um, 100 A).

As analises foram realizadas, em modo isocratico, nas condi¢cdes o6timas de fase
movel composta de tampdo acetato 0,01 mol L (pH 5,6):acetonitrila 98:2 (v/v),
respectivamente, fluxo 1,0 mL min, temperatura da coluna 40 °C, volume de injecéo de 20,0
uL e comprimento de onda a 236 nm. Todas as andlises foram feitas em triplicatas e as
concentracdes foram determinadas pelo método de adicéo padrao.

Com o objetivo de verificar e detectar a presenca dos produtos de oxidagdo da PTD,
do PAF e da reacdo entre ambos, a amostra de residuo de corante capilar permanente também
foi analisada, apds o tratamento de amostra descrito anteriormente, por espectrometria de

massas sob as mesmas condicdes de analise descritas na se¢édo 4.4.

4.7. Estudo do comportamento eletroquimico e 0s mecanismos de

transferéncia eletronica da PTD e do PAF

O estudo do comportamento eletroquimico e quantificagdo em amostras de soro fetal
bovino e urina artificial, estudo oxidativo da queratina e sua interacdo com 0s precursores de
corantes capilares permanentes PTD e PAF, foram desenvolvidos durante o Estagio de
Pesquisa no Exterior (Doutorado Sanduiche) — BEPE, pelo periodo de 10 meses, no
Laboratdrio de Electroandlise e Corrosdo, localizado no Instituto Pedro Nunes, ligado ao
Departamento de Quimica - Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra
(UC) — Coimbra - Portugal, sob a supervisdo da Profé. Dr2. Ana Maria Coelho Ferreira de
Oliveira Brett.

Os experimentos de voltametria ciclica (CV) foram obtidos usando um incremento
potencial de 2,0 mV em diferentes taxas de varredura. As medidas de voltametria de pulso
diferencial (DPV) foram obtidas utilizando uma amplitude de pulso de 50,0 mV, largura de
pulso de 100,0 ms, incremento de potencial de 2,0 mV e velocidade de varredura de
50mV st

Para as medidas de voltametria de onda quadrada (SWW) foi utilizada uma amplitude
de pulso de 50,0 mV, frequéncia 25,0 Hz e incremento de potencial 2,0 mV, correspondendo

a uma velocidade de varredura efetiva de 50,0 mV s
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As medicdes foram feitas usando um sistema convencional de trés eletrodos, em uma
célula eletroquimica de 2,0 mL (eDAQ, Europa). Foram utilizados um eletrodo de trabalho de
carbono vitreo (GCE) (d = 1,0 mm), um contra-eletrodo de fio de platina (Pt) e um eletrodo
de referéncia de Ag/AgCl (3,0 mol L KCI).

Antes de cada medicdo, o GCE foi lavado com etanol e agua ultrapura. Depois, a
superficie do GCE foi polida com spray de diamante (tamanho de particula 3,0 mm) (Kemet,
Reino Unido) e enxaguada novamente com agua ultrapura. Apds o pré-tratamento mecanico,
0 GCE foi colocado no eletrélito de suporte do tampdo apropriado e trés voltamogramas de
pulso diferencial foram registrados na faixa de 0,0 a 1,5 V, a uma velocidade de varredura de
5,0 mV s, até a obtencdo de um sinal estavel. Este procedimento foi repetido antes de cada

medicdo eletroquimica até a estabilizacdo do sinal.

4.8. Determinacéao eletroquimica da PTD e do PAF em fluidos biologicos

A PTD e o PAF foram quantificados em amostras de fluidos biol6gicos de soro fetal
bovino (simulando o plasma sanguineo humano) e de urina artificial (simulando a urina
humana), por adicdo e recuperacdo. Uma aliquota de 250,0 pL de soro fetal bovino (Sigma-
Aldrich) foi diluida para 0,5 mL com agua ultrapura e depois fortificada com 1,0x10° mol L*
de PTD e de PAF.

A amostra de urina artificial foi preparada em laboratério pela solubilizacdo de 0,29 g
NaCl, 0,16 g KClI, 0,16 g CaCl..6H.0, 0,32 g Na2S04.10H-0, 0,14 g KH2PO4, 0,10 g NH4CI
e 2,50 g uréia em 100,0 mL de agua ultrapura, de acordo com o procedimento descrito por
Hudari e colaboradores (148). Posteriormente, a amostra também foi fortificada com
10,010 mol L de PTD e de PAF.

Para a analise eletroquimica, 60,0 pL das amostras fortificadas com PTD e PAF de
soro fetal bovino e de urina artificial, sem qualquer tratamento prévio, foram adicionadas em
uma célula eletroquimica contendo 1,0 mL de eletrdlito suporte de tampao fosfato 0,1 mol L
a pH 7,0, levando a uma concentracio final de PTD e de PAF de 6,0x107 mol L*,
respectivamente. Por fim, a quantificacdo foi realizada por DPV, na faixa de potencial de 0,0

a 0,5 V. Todas as medidas foram realizadas em triplicata.
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4.9. Comportamento de oxidagdo eletroquimica da queratina humana

adsorvida no GCE (biossensor eletroquimico de queratina)

O comportamento eletroquimico oxidativo da queratina humana foi investigado na
faixa de pH 1,0 - 12,0 por DPV. Para isso, um filme de multicamadas espesso de queratina
humana nativa foi adsorvido na superficie do GCE, depositando trés gotas de 5,0 uL de uma
solucéo de proteina de queratina humana recombinante a 0,01 mg mL™, a fim de simular o fio
de cabelo humano. Posterior a adicdo de cada gota da solugdo de queratina, a superficie do
GCE foi seca sob um fluxo constante de nitrogénio.

Apos o filme de multicamadas espessa de queratina humana estar completamente seco
e adsorvido na superficie do eletrodo, 0 GCE foi imerso na célula eletroquimica, contendo
apenas o eletrdlito de suporte do tampdo apropriado por 5 minutos, para permitir a hidratacao
da queratina humana nativa adsorvida. Somente apos a hidratagdo da queratina adsorvida na
superficie do GCE as medi¢des de DPV foram realizadas.

As medicGes da espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) foram feitas
aplicando frequéncias na faixa de 60,0 kHz a 0,1 Hz, com sete valores de frequéncia por
década, e um disturbio sinusoidal do quadrado médio da raiz (r.m.s.) com amplitude de 10,0
mV. As medi¢des do EIS foram realizadas com potencial de ponto médio, Eap = + 0,25 V
(potencial definido por experimentos de voltametria ciclica), em Ka[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)e], a
uma concentragio de 5,0x10° mol L, em eletrdlito suporte de tamp&o fosfato 0,1 mol L, a
pH 8,0. Por fim, os espectros de EIS foram analisados pela instalagdo de um circuito elétrico

equivalente do tipo Randles, utilizando o software ZView (Scribner Associates, EUA).

4.10. Estudo eletroquimico da queratina humana desnaturada adsorvida no
GCE

O comportamento eletroquimico oxidativo do filme de multicamadas espesso de
gueratina humana desnaturada, adsorvida na superficie do biossensor eletroquimico de
queratina, foi investigado por DPV. A pelicula de multicamadas espessa de queratina humana
foi preparada de acordo com o procedimento descrito na Segdo 4.9. Posteriormente, o eletrodo
foi incubado em 500,0 uL de tamp&o fosfato 0,1 mol L™* a pH 8,0, e em diferentes solugdes de
agentes desnaturantes de uréia a 6,0 mol L, SDS a 33,3 mmol L, e 0 agente redutor TCEP a

10,0 mmol L%, durante 30, 60, 90 e 120 minutos. A concentracdo dos agentes desnaturantes e
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redutores foram escolhidas de acordo com os protocolos de procedimentos eletroforéticos
amplamente aplicados para desestabilizar e desdobrar estruturas proteicas. (149)

Ap0s o periodo de incubacdo, o biossensor eletroquimico de queratina com o filme
multiplo espesso de queratina humana desnaturada adsorvida, foi retirado da solucdo e lavado
com &gua deionizada, para remover o excesso de solugdo desnaturante. Apds, o biossensor foi
imerso na célula eletroquimica contendo apenas eletrolito suporte de tampdo de fosfato 0,1
mol L a pH 8.0, para as medigbes de DPV.

Os voltamogramas de controle de pulso diferencial foram obtidos para garantir que 0s
sinais obtidos fossem exclusivamente devidos aos efeitos dos agentes desnaturantes ou
redutores na estrutura da queratina. Para obter os voltamogramas de controle de pulso
diferencial, o biossensor eletroquimico de queratina foi incubado em cada agente desnaturante
e redutor pelos mesmos periodos de tempo e condices experimentais descritas anteriormente.
Além disso, as medidas de controle de DPV do filme multicamadas espesso de queratina
humana nativa, adsorvido no biossensor eletroquimico de queratina, incubado apenas em
tampéo fosfato 0,1 mol L™ a pH 8,0, também foram realizadas nos mesmos periodos de tempo

e de maneira semelhante a descrita anteriormente.

4.11. Estudo eletroquimico da interacdo da queratina capilar humana com

a PTD e o PAF no biossensor eletroquimico de queratina

O comportamento eletroquimico da interacdo entre o filme multicamadas espesso de
queratina humana, adsorvido na superficie do biossensor eletroquimico de gueratina, com 0s
precursores PTD, PAF e ambos juntos foram investigados por DPV. Para isso, o filme
multicamadas espesso de queratina humana foi preparado de acordo com o procedimento
descrito na Secdo 4.9. Posteriormente, 0 biossensor de queratina foi imerso e incubado em
solugBes de 2,0x107 mol L dos precursores separados e depois juntos na mesma
concentragéo e na proporcdo de (1:1), em tampdo fosfato 0,1 mol L a pH 8,0, por 30, 60, 90
e 120 minutos.

Ap0s o periodo de incubacéo, o eletrodo foi removido da solucéo e lavado com agua
ultrapura para remover moléculas de precursores que ndo interagiram com a queratina.
Posteriormente, o eletrodo foi colocado na célula eletroquimica, contendo apenas 500,0 uL do
eletrolito de suporte de tampdo fosfato 0,1 mol L™ a pH 8,0, onde foram realizadas medicdes
de DPV.
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As experiéncias de controle foram realizadas e o filme multicamadas espesso de
queratina humana, adsorvido na superficie do GCE, também foi incubado em tampdo fosfato

0,1 mol L™ a pH 8,0, nas mesmas condigdes e pelos mesmos periodos de tempo.

4.12. Aquisicdo e apresentacdo de dados eletroquimicos

Para melhor identificacdo e visualizacdo dos picos de oxidacdo e reducdo, 0s
voltamogramas de pulso diferencial apresentados foram subtraidos e corrigidos em relagdo a
linha de base, utilizando a média moével do procedimento, com uma janela de 5,0 mV,
incluida no software utilizado (IviumSoft). No entanto, esse tratamento matematico em alguns
casos reduz o pico de corrente maxima em até 10%, em comparacdo com a curva ndo tratada
(66). Portanto, devido a essa reducdo dos valores atuais, esse tratamento matematico foi
aplicado apenas para uma melhor apresentacdo e identificagédo dos picos nos voltamogramas
originais, e todas as correntes de pico apresentadas foram medidas a partir dos voltamogramas

originais ndo tratados.

4.13. Construcéo do suporte magnético para eletrodo impresso

O suporte magnético para eletrodo impresso foi desenvolvido em uma impressora de
trés dimensoes, da marca 3D Cloner, modelo ST, com o auxilio do grupo de pesquisa do Prof.
Dr. Paulo Clairmont Feitosa de Lima Gomes, Docente do Departamento de Quimica
Analitica, do Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” (UNESP) de Araraquara - SP.

O suporte magnético foi projetado com o auxilio do programa computacional FreeCAD
e posteriormente interfaceado com a impressora 3D para impressdo da peca, conforme
mostrado na Figura 1. A impressdo do suporte foi realizada usando filamento polimérico de
acido polilatico (PLA) da marca Esun. Posteriormente foi fixado um ima de neodimio de 0,4

cm de didmetro e 0,3 cm de espessura na regido circular demarcada (Figura 15).
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A

Figura 15. Desenho do suporte magnético e suporte magnético impresso em impressora 3D.

Fonte: Autor.

4.14. Funcionalizacdo das nanoparticulas magnéticas (NPM) de grupos

acido carboxilicos com L-cisteina

As NPM foram adquiridas, ja funcionalizadas com grupos acido carboxilico, da
Dynabeads em uma suspenséo aquosa de concentragio de 10,0 mg mL™. Posteriormente, as
NPM foram funcionalizadas com L-cisteina pela adaptacdo da metodologia descrita por
Rehana e colaboradores (150), em uma proporcao de concentracdo de (1:5) de nanoparticulas
: solucdo de L-cisteina. Para isso, 500,0 pL da solucdo de nanoparticulas modificadas com
grupos écido carboxilico (NPM-AC) com concentragdo de 10,0 mg mL™* foram colocadas em
um eppendorf, onde posteriormente foram adicionados 500,0 pL de uma solugdo de
50,0 mg mL* de L-cisteina. Apos a adicéo da solucéo de L-cisteina, a mistura foi submetida a
homogeneizacdo em um homogeneizador rotacional de amostras sob baixa rotacdo por 48
horas. Ap6s 48 horas de reacdo, as NPM foram lavadas duas vezes com agua ultrapura para
retirada do excesso de L-cisteina que ndo reagiu com os grupos acido carboxilico, obtendo
assim nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com grupos acido carboxilico e L-cisteina
(NPM-AC-LC). Por fim, as NPM-AC-LC foram suspensas em agua ultrapura e utilizadas nas

analises.

4.15. Caracterizacdo das NPM-AC-LC

As NPM-AC-LC foram caracterizadas por espectroscopia de infravermelho, por meio

de reflexdo atenuada (ATR), utilizando um espectrémetro Bruker, modelo VERTEX, com
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transformada de Fourier equipado com detector tipo DLaTGS, no intervalo de nimero de
onda de 400 a 4000 cm™. A comprovagdo do sucesso da funcionalizacdo das nanoparticulas
magnéticas com L-cisteina foi realizada comparando-se os espectros de infravermelho,
obtidos das NPM-AC-LC, com espectros de IR obtidos para as NPM-AC. Para as analises de
IR, as NPM foram secas em dessecador e analisadas diretamente.

Medidas de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram realizadas em um
microscopio eletrénico de varredura de canhdo de emissao de elétrons por efeito de campo
(MEV-FEG) da marca Jeol, modelo JSM-7500F. Espectros de energia dispersiva de raios X
(EDX) das NPM-AC-LC foram obtidos a fim de analisar as espécies quimicas presentes.
Anélises de microscopia eletronica de transmissdo (TEM) e microscopia eletrdnica de alta
resolucdo (HR-TEM) foram realizadas em um microscépio eletrdnico de transmissdo da
marca PHILIPS, modelo CM 200 SUPER TWIN.

Anédlises de difragdo de raios X foram realizadas em difratbmetro da marca Rlgku-
Rotalex, modelo Dmax/2500PC, com radia¢io Cu Ko (1,5406 A) e monocromador de grafite.
O difratograma obtido foi comparado com o padrdo de difragdo reportado na ficha

catalogréafica do ICSD (Inorganic Crystal Structure Database).

4.16. Comportamento eletroquimico da PTD e do PAF com as NPM-AC-
LC

Medidas de voltametria ciclica foram obtidas, com velocidade de varredura de 50,0
mV s, em uma cela eletroquimica de 10,0 mL, em um sistema contendo o eletrodo impresso,
da marca DropSens, modelo DS 110, acoplado ao suporte magnético e conectado por um cabo
adaptador para eletrodo impresso a um potenciostato/galvanostato da marca Metrohm
AUTOLAB, modelo PGSTAT 30, acoplado a um microcomputador. O software GPES foi
utilizado para obtencéo, interpretacdo e armazenamento dos dados eletroquimicos.

As NPM funcionalizadas foram depositadas sobre o eletrodo de trabalho através de
uma ponteira de pipetador automatico de plastico, e mantidas por atracdo magnética do imé
de neodimio fixado no suporte, conforme é mostrado na Figura 16. Apds a deposicdo das
NPM, o eletrodo foi submerso em solucéo de 1,0x10° mol L™* de PTD e de PAF em 10,0 mL
de eletrolito suporte tampédo BR a 0,1 mol L, pH 4,0.

Apos o tempo de deposicdo controlado do analito na superficie do eletrodo
modificado com as NPM, iniciou-se o registro das curvas de oxidacdo eletroquimica, sob

fluxo de nitrogénio de 15 minutos.
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Fixacio do eletrodo
impresso no suporte
magnético |

Eletrodo modificado Eletrodo modificado com
nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas

Figura 16. Procedimento de fixacao do eletrodo de carbono impresso no suporte magnético,

deposicdo das NPM-AC-LC sobre o eletrodo e montagem da célula eletroquimica.

Fonte: Autor.
4.17. Otimizagdo dos parametros eletroquimicos

O efeito do tempo de acumulo espontaneo dos analitos sobre a superficie do eletrodo
modificado com as NPM-AC e NPM-AC-LC foi investigado por CV, no intervalo de tempo
de 1 a 5 minutos de exposicéo dos analitos, em uma concentragio de 1,0x10° mol L de PTD
e PAF, em 10,0 mL de eletrolito suporte tampdo BR 0,1 mol L a pH 4,0. Foi avaliada
também a influéncia da agitacdo e sem agitacdo do sistema usando uma barra de agitagédo
magnética.

O efeito da concentracdo das NPM-AC-LC depositadas na superficie do eletrodo
impresso foi investigado registrando-se voltamogramas ciclicos, em concentracdes de NPM-
AC-LC que variaram de 0,5a 2,0 mg mL™.

O efeito do volume de NPM-AC-LC depositadas na superficie do eletrodo impresso
foi investigado registrando-se voltamogramas ciclicos em volumes que variaram de 10,0 a
70,0 pL. Todos os experimentos nestas etapas foram feitos em triplicata.
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5. Resultados e discusséo
5.1. Oxidacao da PTD, do PAF e a reacao entre ambos

5.1.1. Monitoramento da oxidacdo da PTD por espectrometria de massas
(MS/MS)

A oxidacdo da PTD foi monitorada por espectrometria de massas em tampao amoénio
0,1 mol L't a pH 8,0, na presenca e na auséncia de peréxido de hidrogénio a 1,0% (v/v). A
Figura 17 ilustra o espectro de massas obtido para 10,0 mg L de PTD em tamp&o amonio
0,1 mol L™ a pH 8,0, apds 3 horas de reagdo na auséncia de peroxido de hidrogénio (oxigénio

dissolvido).
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Figura 17. Espectro de massas obtido para 10,0 mg L de PTD em tamp&o amonio

0,1 mol Lt a pH 8,0, apds 3 horas de reacdo na auséncia de perdxido de hidrogénio.

Fonte: Autor.

O espectro de massas obtido (Figura 17) apresentou ions de razdo massa/carga (m/z)
123,2 referente a PTD, e ions de m/z em 1212 e 122,2 referentes ao derivado da
qguinonadiimina e do intermediario radical semi-quinonadiimina, respectivamente.
Experimentos de MS/MS dos ions com m/z 123,2; 122,2 e 121,2 foram realizados. O espectro
de ions do fragmento de m/z 123,2 mostrou como ions do fragmento principal m/z 108,2,
referente a perda de um grupo metila (CHs, 15 Da); m/z 106,0, referente a perda de (NHs, 17
Da) e m/z 81,0 referente a perda de (‘C2H3sN1,42 Da) (Figura 1LAP, disponivel no apéndice). O
espectro de ions do fragmento de m/z 122,2 mostrou como ions do fragmento principal m/z

107,0, referente & perda de um grupo metila (CHs, 15 Da); m/z 105,4, referente & perda de
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(NHs, 17 Da) e m/z 91,7 referente a perda de (‘CiHsN1, 29 Da) (Figura 2AP, disponivel no
apéndice).

O espectro de ions do fragmento de m/z 121,2 mostrou como ions do fragmento
principal m/z 106,1, referente a perda de um grupo metila (CHs, 15 Da); m/z 93,2, referente a
perda de (CiH2N1, 28 Da) e m/z 67,1 referente a perda de (‘CzHsN1, 54 Da) (Figura 3AP,
disponivel no apéndice).

Entretanto, a presenca dos ions m/z 241,2 e 243,2 foi detectada e pode ser atribuida a
produtos derivados da difenilamina e sua forma oxidada, respectivamente. Experimentos
MS/MS de ions m/z 243,2 e 241,2 também foram realizados, entretanto o espectro de
m/z 241,2 nédo foi obtido devido a sua baixa intensidade. O espectro de ions do fragmento de
m/z 243,2 mostrou como ions do fragmento principal m/z 228,3, referente a perda de um
grupo metila (CHs, 15 Da); m/z 211,2, referente a perda de (NHs, 17 Da) e m/z 122,2
referente a perda do derivado quinonadiimina (‘(C7HgN2, 121 Da) (Figura 4AP, disponivel no
apéndice).

Além disso, foi observado um pico do ion com m/z 361,3, que pode ser atribuido a um
produto similar a BB (12), contendo trés substituintes metila, produzido pela polimerizacao da
PTD. O pico detectado com m/z 344,3 foi atribuido a molécula derivada da BB apds perder
17,0 Da, referente a eliminacdo de NHs. Essa confirmacdo foi obtida apds o experimento de
ion precursor e de ion fragmento de m/z 361,3 (Figuras 5AP e 6AP, respectivamente,
disponivel no apéndice). O espectro de ions precursores mostrou como ion principal m/z
361,3, confirmando m/z 344,3 como um ion de fragmento, ao invés de uma deteccdo de
produto. O espectro MS/MS apresentou como fragmento os ions m/z 346, referente a perda de
(CHS3, 15 Da), m/z 344, referente a perda de NHs, e m/z 241 referente a perda de (‘C7HgN2,
120 Da). Os ions m/z 362,2 e 363,3 sdo atribuidos a um radical trimero e o trimero formados,
respectivamente, antes de formar os outros derivados da BB. Estes experimentos confirmam a
proposta de estruturas para os produtos de oxidacdo detectados e estdo resumidos na
Tabela 5 (paginas 106 e 107).

O espectro de massas obtido para a solugdo padrdo de PTD na presenca de perdxido de
hidrogénio a 0,1% (v/v) ap6s 3 horas de reagdo, Figura 18, apresentaram 0s mesmos produtos,
exceto o derivado do radical semi-quinonadiimina (m/z 122,2), a forma oxidada de
difenilamina (m/z 241,2), o radical trimero (m/z 362,2) e o trimero (363,3). Estes resultados
comprovaram uma reacdo de oxidacdo mais rapida e efetiva na presenca de peroxido de

hidrogénio em comparagéo ao oxigénio dissolvido.
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Figura 18. Espectro de massas obtido para 10,0 mg L' de PTD em tampdo aménio
0,1 mol L a pH 8,0, apés 3 horas de reagdo, na presenca de peroxido de hidrogénio a

0,1% (v/v).

Fonte: Autor.

A CCD foi realizada para a separaracdo dos principais produtos formados. Apos 3
horas de reacdo na presenca e na auséncia de peroxido de hidrogénio, duas manchas de
compostos com coloragdo castanho claro e roxa com (Rfx100) de 16 e 29, respectivamente,
foram observadas nas placas de CCD. Os produtos foram extraidos e analisados conforme
descrito anteriormente nas secdes 4.3 e 4.4, respectivamente.

O composto castanho escuro, (Rfx100) de 16, foi identificado como sendo uma
quantidade restante de PTD que ainda nédo foi totalmente oxidada. O mesmo resultado foi
observado no experimento com o padréo de PTD aplicado nas mesmas condi¢cdes. O espectro
de massas obtido para o composto castanho escuro, Figura 19, apresentaram 0s ions m/z

123,2, referente a PTD, e m/z 122,2, referente ao radical semi-quinonadiimina.
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Figura 19. Espectro de massas obtido para o produto de coloragdo castanho escuro.

Fonte: Autor.
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O espectro de massas obtido para o composto de coloragéo roxa, Figura 20, apresentou
0s ions m/z 361,3; referente ao derivado da BB, e m/z 344,3 como um ion fragmento da

molécula do derivado da BB, que corresponde a perda de (NHsz 17 Da), como descrito

anteriormente.

3443

Intensity, cps

Figura 20. Espectro de massas obtido para o produto de coloracao roxo.

Fonte: Autor.

Tabela 5. Estruturas propostas dos compostos detectados por MS/MS, durante a oxidacao da

PTD, em tampdo amonio 0,1 mol L a pH 8,0, na presenca e na auséncia de peroxido de

hidrogénio.
Massa Experimental fon
Composto Molecular (m/z2) Fragmento
(g mol?) [M+H]* (m/z)
PTD
NH, 108,2
CHa 122,2 123,2 106,0
81,0
NH,,
Derivado do radical Semi-
quinonadiimina 107.0
HN 121,2 122,2 105,4
CH, 91,9
NH,
Derivado da Difenilamina
NH,
CH3 228,3

HsC NH
:©/ 2423 243,2 211,2
HoN 122,2

2
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Derivado da Difenilamina
(forma oxidada)

NH
HaC NH | CHy
j@( 240,2 2412 .
H2N |
NH

Trimero
NH,
HsC NH CHs NH,
j@( J@[ 362,2 363,2 :
H,N NH CHj3
NH,
Radical Trimero
NH,
H3C NH CHs NH,
j@f J@[ 361,2 362,2 :
H,oN N CHs
NH,
Derivado Base de Bandrowski

NH,
HaC N CH, NH, 346,1
jj J@[ 360,5 361,3 344,3
HaN Y oHy 241,2
NH,

Fonte: Autor.

5.1.2. Monitoramento da oxidacdo da PTD por espectrofotometria UV-VIS

A Figura 21 apresenta os espectros de absor¢do UV-Vis obtidos para 10,0 mg L™ de
PTD, em tamp&o aménio 0,1 mol L a pH 8,0, em atmosfera de oxigénio dissolvido (A) e
0,1% (v/v) de perdxido de hidrogénio (B) no periodo de 3 horas.

Inicialmente, na Figura 21A, a PTD apresentou duas bandas de absorcdo nos
comprimentos de onda de 250 nm e 309 nm. Ambas as bandas diminuem em fun¢éo do tempo
concomitantemente com a formacdo de novas bandas em torno de 263 nm, referente a
formacdo de algum intermediario de reacdo ao qual ndo foi possivel identificar
(provavelmente o derivado do radical semiquinonadiimina ou o derivado da difenilamina
(dimero)), e bandas em 371 e 510 nm, referentes a formacdo do derivado da BB. Estes
resultados s&o indicativos de que a PTD ¢é facilmente oxidada e pouco estavel em tampéo

amonio, que € comumente utilizado no processo de tingimento dos cabelos.
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Figura 21. Espectros de absor¢do UV-Vis em 10,0 mg L™ de PTD em 0,1 mol L de tampéo
amonio a pH 8,0: (A) oxigénio dissolvido e (B) peroxido de hidrogénio 0,1% (v/v). Insercao:
Espectro de absor¢do UV-Vis aumentado na faixa de 350 a 600 nm (B).
Fonte: Autor.

A Figura 21B exibiu inicialmente as mesmas bandas em 250 e 309 nm. No entanto,
qguando a PTD foi submetida a 1,0% (v/v) de peroxido de hidrogénio, a banda em 250 nm
diminuiu com o tempo, concomitantemente com o aumento da banda em 309 nm e a

formagéo das bandas em 371 e 510 nm, que estdo associados a formacao do derivado da BB.
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Isso pode ser uma indicacdo de que a cinética da reagdo de oxidacdo é mais rapida na
presenca de perdxido de hidrogénio, uma vez que ha um maior consumo da PTD e dos
intermediarios da reacdo. Experiéncias repetidas tanto na presenca como na auséncia de luz
ndo mostraram diferencas significativas no comportamento oxidativo e nos espectros UV-Vis
da PTD (dados ndo mostrados), sugerindo que a reacdo quimica ndo é influenciada por
fotolise.

A Figura 22 mostra os espectros de UV-Vis obtidos em metanol para os produtos de
coloracdo castanho escuro e roxa separados por CCD. Os espectros apresentaram efeito
batocromico, uma vez que foram obtidos em um solvente diferente, com diferente polaridade,
dos espectros obtidos nas Figuras 21A e 21B. Porém, os espectros mesmo com o efeito
batocrémico apresentaram bandas muito proximas aos produtos observados nos espectros das

Figuras 21A e 21B, relacionando as bandas obtidas com a formacao dos produtos propostos.
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Figura 22. Espectros de absor¢do UV-Vis, obtidos em metanol, para o padrdo de PTD e os
produtos formados pela oxidagdo da PTD em tampdo amonio 0,1 mol L™ a pH 8,0 isolados
por CCD.

Fonte: Autor.
5.1.3. Caracterizacdo dos produtos de oxidacdo da PTD por espectrometria
de infravermelho (IR)

O espectro de IR obtido para o produto de cor castanha escura, Figura 23, apresentou
duas bandas de intensidade fraca, caracteristicas de estiramento de ligacdo de aminas
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primarias N-H em aproximadamente 3207 e 3359 cm™, com o aparecimento de um ombro
pequeno em 3450 cm™, caracteristico de aminas primarias. Também € possivel observar duas
bandas de intensidade média, de estiramento de ligacdo C-H, caracteristico de carbono
alifatico, mais precisamente de um carbono primario de metila em 2853 e 2920 cm™. Outras
bandas de intensidade fraca em 1406, 1504, 1631 e 1657 cm, caracteristicas de estiramento
de ligacbes C=C de carbono aromatico foram observadas. Uma banda de intensidade média
em 1213 cm, caracteristica de estiramento de ligacdo C-N, e outra banda de alta intensidade
em 742 cm™, caracteristica da vibracdo de ligagdes N-H de aminas primarias e secundarias
também foram observadas. Finalmente, foi observada uma banda de intensidade média em
668 cm™, caracteristica do estiramento da ligagdo C-Cl do solvente usado para a solubilizacéo
(cloroférmio) (151). O espectro de IR obtido para o padrdo PTD (dados ndo mostrados),
extraido da placa de silica, mostrou comportamento similar. Portanto, estes resultados

corroboram que a estrutura proposta para o produto de cor castanho escuro seja a PTD.
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Figura 23. Espectro de IR, obtido em cloroférmio, para o produto de colora¢do castanho
escuro.

Fonte: Autor.

No espectro de IR obtido para o produto de coloracdo roxa, Figura 24, foi observado
duas bandas de intensidade fraca, caracteristicas de estiramento de ligagdo N-H de aminas
primarias, em aproximadamente 3198 e 3367 cm™, com o aparecimento de um pequeno

ombro em 3458 cm, caracteristico de aminas primarias e secundarias. Duas bandas de
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intensidade média, caracteristicas de estiramento de ligacdo C-H de carbono alifatico, mais
precisamente de carbono primario de grupamento metila, em 2852 e 2924 cm™. Outras bandas
de intensidade fraca, caracteristicas de estiramento de ligacbes C=C de carbono aromatico em
1412, 1419, 1621 e 1640 cm™, foram observadas. Uma banda de intensidade baixa foi
observada em 1658 cm™, caracteristica de estiramento de ligagio C=N de imina. Uma banda
de intensidade média em 1217 cm’, caracteristica de estiramento de ligacdo C-N, e outra
banda de alta intensidade em 739 cm™, caracteristica da vibracio da ligagdo N-H de aminas
primarias e secundarias. Finalmente, uma banda de intensidade média em 668 cm™,
caracteristica do estiramento da ligacdo C-Cl do solvente usado para a solubilizacdo
(cloroférmio) (151). Estes resultados confirmam que a estrutura proposta para o produto de

cor roxa é o derivado da BB.
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Figura 24. Espectro de IR, obtido em cloroférmio, para o produto de coloracgéo roxa.

Fonte: Autor.

5.1.4. Caracterizacdo dos produtos de oxidacdo da PTD por ‘H-RMN

O espectro de *H-RMN obtido para o produto de coloragdo castanho escuro, Figura
25, mostra na regido do espectro, proximo a 2,1 ppm, a presenca de um pico singleto de
intensidade média, caracteristico de grupamento metil ligado a anel aromatico, que integrado
refere-se a 3 hidrogénios (insercdo na Figura 25). Também foram observados picos na regido
entre 7,7 e 8,0 ppm, referentes a hidrogénios ligados a anel aromatico, marcados como "HA",
"HB" e "HC" na molécula de PTD inserida no espectro de *H-RMN (Figura 25). Como 0 pico
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dubleto esta em torno de 7,9 ppm, ele pode ser atribuido ao hidrogénio "HA", referindo-se a
um acoplamento em orto com o hidrogénio "HC", uma vez que ele aparece um pouco mais
deslocado em relacdo aos outros picos. O pico dubleto na regido de aproximadamente 7,75
ppm pode ser atribuido ao hidrogénio "HB", que estd acoplado em meta com o hidrogénio
"HC", estando menos deslocado em relagdo aos demais picos. Finalmente, dois picos dubletos
proximos a 7,85 ppm, atribuidos ao hidrogénio "HC", referem-se a um acoplamento em orto
com o hidrogénio "HA" e um acoplamento em meta com o hidrogénio "HB" (151). O espectro
de 'H-RMN obtido para o padrdo de PTD (dados ndo mostrados) extraido da placa de silica
mostrou conformagdo semelhante. Portanto, estes resultados confirmam que a estrutura

proposta para o produto de cor castanho escuro é a PTD.
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Figura 25. Espectro de *H-RMN obtido para o produto de coloragdo castanho escuro em
metanol deuterado. Insercdo: Espectro de *H-RMN aumentado na faixa de 7,6 a 8,0 ppm, na

faixa de 1,7 a 2,4 ppm e estrutura molecular da PTD.

Fonte: Autor.

O espectro de *H-RMN obtido para o produto de colorago roxa, Figura 26, mostra na
regido do espectro, em 1,9 ppm, a presenca de um pico singleto de intensidade forte, muito
caracteristico de grupo metil ligado a anel aromatico, que integrado, refere-se a 9 hidrogénios,
e pode assim ser atribuido aos 3 grupos metilas da molécula do derivado da BB (inser¢ao na
Figura 26). Também sdo observados picos na regido entre 7,7 e 8,0 ppm referentes a
hidrogénios ligados a anel aromatico, marcados como "HA", "HB", "HC" e "HD" na molécula
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do derivado da BB inserido no espectro de *H-RMN (Figura 26). Como o pico dubleto esta
em torno de 7,9 ppm, ele pode ser atribuido ao hidrogénio "HA", referindo-se a um
acoplamento orto com o hidrogénio "HC", uma vez que ele parece um pouco mais deslocado
em relacdo aos outros picos. O pico dubleto, na regido de aproximadamente 7,75 ppm, pode
ser atribuido ao hidrogénio "HB", que esta acoplado em meta com o hidrogénio "HC",
estando menos deslocado em relacdo aos demais picos. Dois picos dubletos, proximos a 7,9
ppm, atribuidos ao hidrogénio "HC", referem-se a um acoplamento em orto com o hidrogénio
"HA" e um acoplamento em meta com o hidrogénio "HB". Finalmente, um singleto perto de
7,5 ppm referente ao hidrogénio "HD" (151). Portanto, estes resultados confirmam que a
estrutura proposta para o produto de cor roxa é o derivado da BB.
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HsC - S N /’L\-\ __/Ch*/’\:\ _-NH
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Figura 26. Espectro de H-RMN obtido para o produto de coloragdo roxa em metanol
deuterado. Insergéo: Espectro de *H-RMN aumentado na faixa de 7,4 a 8,3 ppm e estrutura
molecular do derivado da BB.

Fonte: Autor.

5.1.5. Reacéo de oxidacéo da PTD

Levando em consideracdo todos os estudos realizados neste trabalho, juntamente com
os alguns estudos disponiveis na literatura (13,44,66,152), o mecanismo de oxidagdo da PTD,

em meios oxidantes, é proposto no Esquema 5.
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Em meio amoniacal contendo oxigénio dissolvido, a oxidagdo da PTD foi bastante
répida. O primeiro passo envolve a desprotonagdo de um dos grupos amino da molécula de
PTD, formando o intermediario radical semi-quinonadiimina. Provavelmente esta
desprotonacdo também ocorre pela contribuicdo de alguma hidroxila livre no meio e
subseqlientemente gerando o intermedidrio quinonodiimina (Esquema 5). A reacdo destes
derivados com uma molécula de PTD forma dimeros e posteriormente trimeros, e sua forma
oxidada é designada como derivado da BB (Esquema 5).

A reacdo de oxidacdo na presenca de peroxido de hidrogénio ocorre de forma
semelhante a oxidagdo realizada somente com oxigénio dissolvido, porém a PTD é oxidada
diretamente ao derivado quinonodiimina. Dimeros e trimeros sdo formados, onde
posteriormente ocorre a formacgdo do derivado da BB, de forma mais rapida comparada ao
meio de oxigénio dissolvido, uma vez que ndo foram detectados alguns compostos

intermediarios.
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2e IH
M MH g HH
HiC NH CH HH; Hy G b CH, MH, * H4E i oHy
HaM M eH, T HN HH CH, Ha
MR A Derivado da HH
Trimers radical Trimers

[¥iTenilanina {forma sxilila)

MH;

MH:

Derivado da Base de Bandrowski

Esquema 5. Representacdo esquematica da reacdo de oxidacdo da PTD, em meio alcalino, na

presenca e na auséncia de peroxido de hidrogénio.

Fonte: Autor.
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5.1.6. Monitoramento da oxidacdo do PAF por espectrometria de massas
(MS/MS)

A oxidacdo do PAF foi monitorada por espectrometria de massas em tamp&o amonio
0,1 mol Lt a pH 8,0, na presenca e na auséncia de peroxido de hidrogénio a 1,0% (v/v). A
Figura 27 ilustra o espectro de massas obtido para 10,0 mg L de PAF em tamp&o aménio 0,1

mol L™ a pH 8,0, apds 3 horas de reagdo na auséncia de peroxido de hidrogénio (oxigénio

dissolvido).
6.0e6
E a2
L]
= 4066
; 1102
5 2.0e6 qoa2
1ol 3 2152
) 172 #32 442
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Figura 27. Espectro de massas obtido para 10,0 mg L? de PAF em tamp&do amoénio

0,1 mol L't a pH 8,0 apds 3 horas de reacdo na auséncia de peroxido de hidrogénio.

Fonte: Autor.

O espectro de massas obtido, Figura 27, apresentou ions de razdo massa/carga (m/z)
de 110,2, referente ao PAF e ions de m/z 108,2 e 109,3 referentes ao derivado intermediario
quinonaimina e ao radical semi-quinonaimina, respectivamente.

Experimentos MS/MS dos ions de m/z 110,2; 109,3 e 108,2 foram realizados. O
espectro de ions fragmento de m/z 110,2 mostrou como ions do fragmento principal, os ions
de m/z 108,2 referente a perda de (H20, 18 Da); m/z 93,1, referente a perda de (NHs, 17 Da) e
m/z 82,1 referente a perda de (CiH.O, 30 Da) (Figura 7AP, disponivel no apéndice). O
espectro de ions fragmento de m/z 108,2 mostrou como ions do fragmento principal, os ions
m/z 80,1 referente a perda de (CO, 28 Da); m/z 54,1, referente a perda de (‘C3H20, 54 Da) e
m/z 53,0 referente & perda de (‘CsHsN, 55 Da) (Figura 8AP, disponivel no apéndice).

Entretanto, a presenga dos ions de m/z 217,2 e 215,2 foi detectada e pode ser atribuida
a produtos formados da reacédo do derivado do radical intermediario quinonaimina com uma

molécula de PAF e de sua forma oxidada, respectivamente. Experimentos MS/MS dos ions de

115



Jodo Carlos de Souza Doutorado em Quimica

m/z 215,2 e 217,2 também foram realizados. O espectro de ions fragmento de m/z 215,2
mostrou como ions do fragmento principal, os ions m/z 198,0 referente a perda de (NHs, 17
Da); m/z 197,2 referente a perda de (H20, 18 Da) e m/z 109,1 referente & perda do derivado
radical quinonaimina (CsH4N1O1, 106 Da) (Figura 9AP, disponivel no apéndice). O espectro
de ions fragmento de m/z 217,2 (Figura 10AP, disponivel no apéndice) mostrou como ions do
fragmento principal, os ions de m/z 200,2, referente a perda de (NHs, 17 Da); m/z 199,2
referente a perda de (H20, 18 Da) e m/z 111,1 referente a perda do derivado radical
quinonaimina (CsHsN101, 106 Da).

Além disso, foram observados trés picos de ions com m/z 324,2, 323,2 e 322,2 que
podem ser atribuidos ao trimero, ao radical desse trimero e ao trimero em sua forma oxidada,
respectivamente. O espectro MS/MS para o ion de m/z 322,2 foi obtido, porém para os ions
m/z 324,2, 323,2 ndo foi possivel obter o espectro MS/MS, pela baixa intensidade de ambos.
O espectro MS/MS para o ion de m/z 322,2 (Figura 11AP, disponivel no apéndice) apresentou
como fragmentos os ions de m/z 305,0, referente a perda de (NHs, 17 Da), m/z 294,0, referente
a perda de (CO, 28 Da) e m/z 214,2, referente a perda do derivado da quinonaimina
(CeHsN101, 107 Da).

Por fim, foi observado um pico com m/z 414,2 que pode ser atribuido a um precipitado
(tetramero) formado pela oxidacdo do PAF. O espectro de MS/MS para o ion de m/z 414,2
(Figura 12AP, disponivel no apéndice) foi obtido e apresentou como fragmento os ions de m/z
397,4, referente a perda de (NH3,17 Da), m/z 386,1, referente a perda de (CO, 28 Da) e m/z
306,2, referente a perda do derivado do radical semi-quinonaimina (‘CeHsN1O1, 107 Da).
Estes experimentos confirmam a proposta de estruturas para os produtos de oxidacao
detectados e resumidos na Tabela 6 (paginas 119 e 120).

Os espectros de massas obtidos para a solugdo de PAF na presenca de peréxido de
hidrogénio a 1,0% (v/v), nas mesmas condi¢bes experimentais, Figura 28, apresentaram 0S
mesmos produtos, exceto o derivado do radical semi-quinonadimina (m/z 108,2), dimero (m/z
217,2) e o radical trimero (m/z 323,2). Estes resultados comprovaram uma reagdo de oxidacao
mais rapida e efetiva na presenca de peroxido de hidrogénio em comparagdo com a oxidagdo

realizada somente com oxigénio dissolvido.
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Figura 28. Espectro de massas obtido para 10,0 mg L? de PAF em tampdo aménio
0,1 mol L a pH 8,0 ap6s 3 horas de reagdo na presenca de peréxido de hidrogénio a
1,0% (v/v).

Fonte: Autor.

A CCD foi utilizada para separar e identificar os principais produtos formados. Os
produtos foram extraidos e analisados conforme descrito anteriormente nas sec¢fes 4.3 e 4.4,
Apbs 3 horas de reacdo as amostras geraram trés manchas com compostos de coloragédo
castanho claro, castanho escuro e rosa com (Rfx100) de 21, 31 e 49, respectivamente. O
composto de coloragdo castanho claro foi identificado como sendo o PAF que ainda néo foi
totalmente oxidado. O mesmo resultado foi observado no experimento realizado com o padréo
de PAF aplicado nas mesmas condicdes. O espectro de massas obtido para 0 composto de
coloracdo castanho claro, Figura 29, apresentou o ion de m/z 110,2, referente ao PAF,

conforme descrito anteriormente.
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Figura 29. Espectro de massas obtido para o produto de coloragdo castanho claro.

Fonte: Autor.

117



Jodo Carlos de Souza Doutorado em Quimica

O espectro de massas obtido para 0 composto de coloragdo castanho escuro, Figura 30,
apresentou o ion de m/z 217,1 referente ao dimero ndo oxidado e, o ion de m/z 215,2 referente

ao dimero na sua forma oxidada. Ambos formados pela polimerizacdo do PAF, conforme

descrito anteriormente.
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Figura 30. Espectro de massas obtido para o produto de coloracao castanho escuro.

Fonte: Autor.

O espectro de massas obtido para o composto de coloracdo rosa, Figura 31, apresentou

0 ion de m/z 322,2, referente ao trimero formado pela polimerizacdo do PAF, também

descrito anteriormente.
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Figura 31. Espectro de massas obtido para o produto de coloracéo rosa.

Fonte: Autor.
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Tabela 6. Estruturas propostas dos compostos detectados por MS/MS durante a oxidacao do
PAF, em tampdo aménio 0,1 mol L a pH 8,0, na presenca e na auséncia de peroxido de

hidrogénio.

Massa Experimental fon
Composto Molecular (m/z) Fragmento
(g mol?) [M+H]* (m/z)
PAF
NH, 93.1
109.1 110.2 92.2
82.1
OH
Derivado do radical Semi-
guinonaimina 81.2
NH, 108.1 109.3 553
54.1
!
Derivado da Quinonaimina
NH
| 80.2
107.1 108.2 54.1
53.0

]
Dimero

s 200.2

Q 216.2 217.2 199.2

- 111.2
OH

Dimero (forma oxidada)

. 198.0
NH 214.2 215.2 197.2
Q 109.1
HO
(0]

Trimero

NH,
NH OH
Q @ O 323.4 324.2 i
HO NH
OH
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Radical Trimero

NH,
NH OH
Q O 322.3 323.2 i
HO N.
OH
Trimero (forma oxidada)
e 305.0
s oH 294.0
/©/ N ©/ 321.3 322.2 214.2
HO N
OH
Tetramero (precipitado)
397.4
h ’ 386.1
ST, e w3

Fonte: Autor.

5.1.7. Monitoramento da oxidacdo do PAF por espectrofotometria UV-VIS

A Figura 32 apresenta os espectros de absor¢do UV-Vis obtidos para 10,0 mg L™ de
PAF, em tamp&o de amdnio 0,1 mol L™ a pH 8,0, em atmosfera de oxigénio dissolvido (A) e

0,05% (v/v) de peroxido de hidrogénio (B) no periodo de 3 horas.
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Figura 32. Espectros de absor¢do UV-Vis em 10,0 mg L de PAF em 0,1 mol L* de tampao
amonio a pH 8,0: (A) oxigénio dissolvido e (B) perdxido de hidrogénio 0,05% (V/v).
Insercdo: Espectro de absor¢do UV-Vis aumentado na faixa de 350 a 600 nm (B).

Fonte: Autor.

Inicialmente na Figura 32A, o PAF apresentou duas bandas de absor¢do nos
comprimentos de onda de 239 nm e 302 nm. Ambas as bandas aumentaram em funcédo do
tempo concomitantemente a uma nova formacdo de bandas em torno de 261 nm referente ao
derivado do radical semi-quinonaimina, em 363 nm referente ao dimero, e em 474 nm
referente ao trimero.

Na Figura 32B, comportamento semelhante foi observado para a banda em 302 nm,
enguanto a banda em 239 nm diminuiu ap6s 30 minutos, quando o PAF foi submetido ao
mesmo tempo de rea¢do em 0,05% de peroxido de hidrogénio. No entanto, as bandas em 363
e 474 nm tiveram menor intensidade, mostrando uma rapida oxidacdo seguido do
acoplamento desses produtos, para a formagdo dos demais produtos identificados. Estes
resultados sdo indicativos de que o PAF ndo é estavel em tampdo de ambnio, comumente
usado no processo de tingimento capilar. Experiéncias repetidas tanto na presenca como na
auséncia de luz ndo mostraram diferencas significativas no comportamento oxidativo e nos
espectros UV-Vis do PAF (dados ndo mostrados), sugerindo que a reacdo quimica ndo é

influenciada por fotdlise.
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A Figura 33 mostra espectros de UV-Vis obtidos em metanol para os produtos de
coloracdo claro, castanho escuro, rosa e para o produto precipitado, separados por CCD. Os
espectros apresentaram efeito batocromico, uma vez que foram obtidos em um solvente com
polaridade diferente dos espectros obtidos nas Figuras 32A e 32B. Porém, 0s espectros com
efeito batocrébmico apresentaram bandas muito proximas aos produtos observados nos
espectros das Figuras 32A e 32B, relacionando as bandas obtidas com a formacdo dos

produtos propostos.
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Figura 33. Espectros de absor¢do UV-Vis, obtidos em metanol, para o padrdo e os produtos
formados pela oxidagdo do PAF, em tampao aménio 0,1 mol L a pH 8,0, isolados por CCD.

Fonte: Autor.

5.1.8. Caracterizagdo dos produtos de oxidacdo do PAF por espectrometria

de infravermelho (IR)

O espectro de IR, obtido para o produto de coloragdo castanho claro (PAF), Figura 34,
apresentou duas bandas de intensidade fraca, caracteristicas de estiramento de ligacdo N-H de
aminas primarias em aproximadamente 2922 e 2953 cm™, com o aparecimento de uma
pequena banda em 3018 cm™, muito caracteristico em bandas de aminas primarias e
secundarias. Outras bandas de intensidade fraca em 1454 e 1516 cm™, caracteristicas de

estiramento de ligacdo C=C de carbono aromatico foram observadas. Bandas em 1329 e 1374
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cm?, de intensidade fraca, referente a vibragdo de ligacdo O-H, e estiramento de ligagdo C-O
de fendis, respectivamente foram observadas. Notou-se também uma banda de intensidade
média em 1213 cm™, caracteristica de estiramento de ligagdo C-N e outra banda de
intensidade alta em 742 cm™ caracteristica da vibracio da ligacdo N-H de aminas primarias e
secundarias. Por fim, uma banda de intensidade média em 668 cm™ caracteritica de
estiramento de ligagdo C-CI oriunda do solvente utilizado para a solubilizacdo do PAF
(cloroférmio) (151). Estes resultados confirmam que a estrutura proposta para o produto de

cor castanho claro é o PAF.
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Figura 34. Espectro de IR, obtido em cloroférmio, para o produto de coloracdo castanho
claro.

Fonte: Autor.

Para o produto de coloracdo castanho escuro, o espectro de IR, Figura 35, mostrou
duas bandas com intensidade fraca em 2926 e 2956 cm™, correlacionadas com o alongamento
primario da ligacdo N-H de aminas e uma pequena banda em 3021 cm™ !, caracteristica de
bandas de aminas primarias e secundarias. Outras bandas com intensidade fraca em 1456 e
1516 cm?, caracteristicas da ligagio C=C de carbono aromatico foram observadas. Bandas
com intensidade fraca em 1338 e 1376 cm, relacionadas a vibragdo da ligagio O-H e ao
alongamento da ligacdo C-O de fenais, respectivamente, foram observadas. Foi observada
uma banda de média intensidade em 1215 cm; caracteristica do alongamento da ligacdo C-
N. Além disso, foi observada uma banda com alta intensidade em 747 cm, relacionada com a

vibragdo de ligagdo N-H de aminas primarias e secundarias. Por fim, foi observada uma banda
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de intensidade média em 668 cm™, relacionada com o estiramento da ligagdo C-Cl do solvente
utilizado para solubilizacdo da amostra (cloroférmio) (151). Estes resultados confirmam que a

estrutura proposta para o produto castanho escuro € o dimero.
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Figura 35. Espectro de IR, obtido em cloroférmio, para o produto de coloracdo castanho

escuro.

Fonte: Autor.

O produto de coloracdo rosa, Figura 36, mostrou duas bandas com intensidade fraca
em 2925 e 2955 cm, caracteristicas do alongamento primario da ligacdo N-H de aminas, e
uma banda pequena em 3019 cm™, banda caracteristica de aminas primarias e secundarias.
Outras bandas com intensidade fraca em 1458 e 1516 cm™, relacionadas com a ligagdo C=C
de carbono aromatico foram observadas. Bandas com intensidade fraca em 1338 e 1377 cm™,
relacionadas a vibracdo da ligacdo O-H e ao estiramento da ligacdo C-O de fendis,
respectivamente, foram observadas. Foi observada uma banda de média intensidade em 1210
cm?, relacionada ao alongamento caracteristico da ligagdo C-N. Além disso, foi observada
uma banda de alta intensidade em 744 cm™, relacionada a vibracéo da ligagdo N-H de aminas
primarias e secundarias. Observou-se outra banda com intensidade média em 667 cm?,
associado ao estiramento da ligagdo C-Cl do solvente utilizado para solubilizagdo da amostra
(cloroférmio) (151). Estes resultados confirmam que a estrutura proposta do produto cor de

rosa é o trimero.
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Figura 36. Espectro de IR, obtido em cloroférmio, para o produto de coloracgéo rosa.

Fonte: Autor.

Finalmente, o espectro de IR para o produto precipitado, Figura 37, mostrou duas
bandas com intensidade fraca em cerca de 2925 e 2956 cm, relacionadas com o estiramento
da ligacdo N-H de aminas primarias, € uma banda pequena em 3020 cm™, caracteristica de
bandas de aminas primarias e secundarias. Outras bandas com intensidade fraca em 1457 e
1516 cm™, associadas a ligagio C=C de carbono aromatico foram observadas. Bandas de
fraca intensidade em 1338 e 1377 cm, relacionadas a vibragdo da ligacdo O-H e ao
estiramento da ligacdo C-O dos fendis, respectivamente, foram observadas. Foi observada
uma banda de média intensidade a 1211 cm™, caracteristica do estiramento da ligagdo C-N.
Além disso, uma banda de alta intensidade foi observada em 752 cm™, associada a vibragéo
da ligacdo N-H de aminas primérias e secundarias. Foi observada uma banda de intensidade
média em 666 cm™, caracteristica do alongamento da ligagdo C-Cl do solvente utilizado para
solubilizacdo da amostra (cloroférmio) (151). Estes resultados confirmam a estrutura do

produto precipitado.

125



Jodo Carlos de Souza Doutorado em Quimica

1.02

1.00 <

0.98 1 m

0.96 4
Y 1 .
s 0.94 4 Estiramento C=N
= 0.92 Estiramente N-H amina
- T .
= Estirnmento C=C primaria
- 0.90 4 3 aromatico
E 1 Vibragio O-He
5 0.88 estiramento C-O de fendls
- .
= 0.86 - Estlramento C-N

Estiramento C-C]
0.84 (selvente)
0.82 4 , Vibragdo N-H amina
primaria
0.80

L) T L} L T \J T L 1
400.0 8000 1200.0 1600.0 2000.0 24000 2800.0 3200.0 3600.0 40000

Numero de onda (cm'l)

Figura 37. Espectro de IR, obtido em cloroférmio, para o produto precipitado (tetramero).

Fonte: Autor.

5.1.9. Caracterizacéo dos produtos de oxidagéo do PAF por *H-RMN

O espectro de *H-RMN obtido para o produto de cor castanho claro (PAF), Figura 38,
apresentou picos entre 6,6 e 6,9 ppm referentes aos hidrogénios ligados ao anel aromatico,
demarcados como “HA” e “HB” na molécula do PAF inserida no espectro de *H-RMN. Um
pico de dois dubletos em torno de 6,7 ppm, atribuido ao hidrogénio “HA”, referente a um
acoplamento em orto com o hidrogénio “HB” e um acoplamento em meta com o segundo
hidrogénio “HA” foi observado (151). O outro pico de dois dubletos em aproximadamente 6,9
ppm, atribuido ao hidrogénio “HB”, referente a um acoplamento em orto com o hidrogénio
“HA” e um acoplamento em meta com o segundo hidrogénio “HB” foi observado (151).
Estes resultados confirmam que a estrutura proposta para o produto de cor castanha claro é o
PAF.
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Figura 38. Espectro de H-RMN obtido para o produto de coloragdo castanho claro em
metanol deuterado. Inser¢do: Espectro de *H-RMN aumentado na faixa de 6,6 a 7,6 ppm e
estrutura molecular do PAF.

Fonte: Autor.

O espectro de *H-RMN obtido para o produto de cor castanho escuro (dimero de
reacao), Figura 39, apresentou picos entre 6,6 a 6,9 ppm referentes aos hidrogénios ligados no
anel aromatico, demarcados como “HA” e “HB” na molécula do dimero inserida no espectro
de *H-RMN. Um pico de dois dubletos em torno de 6,7 ppm, atribuido ao hidrogénio “HA”,
referente a um acoplamento em orto com o hidrogénio “HB” e um acoplamento em meta com
o segundo hidrogénio “HA” foi observado (151). Um outro pico de dois dubletos em
aproximadamente 6,9 ppm, atribuido ao hidrogénio “HB”, referente a um acoplamento em
orto com o hidrogénio “HA” e um acoplamento em meta com o segundo hidrogénio “HB” foi
obsevado (151). Estes resultados confirmam que a estrutura proposta para o produto de cor

castanho escuro é referente ao dimero de reacdo formado.
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Figura 39. Espectro de 'H-RMN obtido para o produto de coloracdo castanho escuro em
metanol deuterado. Insercdo: Espectro de *H-RMN aumentado na faixa de 6,3 a 7,3 ppm e
estrutura molecular do dimero.

Fonte: Autor.

O espectro de *H-RMN obtido para o produto de coloragdo rosa (trimero de reacéo),
Figura 40, apresentou picos entre 7,2 a 7,8 ppm referentes aos hidrogénios ligados ao anel
aromatico, demarcados como “HA” e “HB” na molécula do trimero inserida no espectro de
'H-RMN. Um pico de dois dubletos em torno de 7,2 ppm, atribuido ao hidrogénio “HA”,
referente a um acoplamento em orto com o hidrogénio “HB” e um acoplamento em meta com
o segundo hidrogénio “HA” (151). Outro pico de dois dubletos observado em 7,8 ppm,
atribuido ao hidrogénio “HB”, referente a um acoplamento em orto com o hidrogénio “HA” e
e um acoplamento em meta com o segundo hidrogénio “HB” (151). Estes resultados
confirmam que a estrutura proposta para o produto de cor rosa é referente ao trimero de

reacdo formado.
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Figura 40. Espectro de H-RMN obtido para o produto de coloragdo rosa em metanol
deuterado. Insercdo: Espectro de *H-RMN aumentado na faixa de 6,5 a 8,0 ppm e estrutura
molecular do trimero.

Fonte: Autor.

Por fim, no espectro de *H-RMN obtido para o precipitado (tetrdmero), Figura 41,
observou-se picos entre 7,0 a 7,2 ppm referentes aos hidrogénios ligados no anel aromatico,
demarcados como “HA” e “HB” na molécula do tetrAmero inserida no espectro de *H-RMN.
Um pico de dois dubletos em torno de 7,0 ppm, atribuido ao hidrogénio “HA”, referente a um
acoplamento em orto com o hidrogénio “HB” e um acoplamento em meta com o segundo
hidrogénio “HA” foi observado (151). O outro pico de dois dubletos em aproximadamente 7,2
ppm, atribuido ao hidrogénio “HB”, referente a um acoplamento em orto com o hidrogénio
“HA” e um acoplamento em meta com o segundo hidrogénio “HB” também foi observado
(151). Observou-se também mais picos aglomerados entre 6,8 a 6,9 ppm, referentes aos
hidrogénios ligados do outro anel aromatico, demarcados como “HC” e “HD” na molécula do
tetramero inserida no espectro de *H-RMN. Um pico de dois dubletos em torno de 6,8 ppm,
atribuido ao hidrogénio “HC”, referente a um acoplamento em orto com o hidrogénio “HD” e
um acoplamento em meta com o segundo hidrogénio “HC” foi observado (151). Outro pico
de dois dubletos na regido de 6,9 ppm, atribuido ao hidrogénio “HD”, referente a um

acoplamento em orto com o hidrogénio “HC” ¢ um acoplamento em meta com o segundo
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hidrogénio “HD” foi observado (151). Estes resultados confirmam que a estrutura proposta
para o produto é referente ao precipitado (tetrdmero) de reagdo formado.

Hp hl"H-‘ H
)
M i, ?_,h_.:__} S -y L S H
[ L | [
A g Ay A
HOT T H 1]' W - = aH
H oM H

1 (ppm)

Figura 41. Espectro de H-RMN obtido para o produto precipitado (tetrdmero) em metanol
deuterado. Insergéo: Espectro de *H-RMN aumentado na faixa de 6,4 a 7,4 ppm e estrutura
molecular do precipitado (tetramero).

Fonte: Autor.
5.1.10. Reacéao de oxidagdo da PTD

Levando em consideracdo todos os estudos realizados neste trabalho, juntamente com
os alguns estudos disponiveis na literatura (13,44,45,66,76,153-155), 0 mecanismo de
oxidacdo do PAF, em meio oxidante, é proposto no Esquema 6.

Em meio amoniacal contendo oxigénio dissolvido, a oxidacdo do PAF ¢é rapida, € 0
primeiro passo envolve a desprotonagdo do grupo hidroxila da molécula de PAF, formando o
intermediario radical semi-quinonaimina. Provavelmente esta desprotonacdo tambéem ocorre
pela contribuicdo de alguma hidroxila livre no meio e subseqlientemente gerando o
intermediério quinonoimina (Esquema 6). A reacdo entre estes derivados com uma molécula
de PAF forma dimeros, trimeros e como produto final forma o produto precipitado
(tetramero), Esquema 6.

Para a reacdo de oxidacdo na presenca de perdxido de hidrogénio foi observado um

processo semelhante ao apresentado no Esquema 6, porém o PAF é diretamente oxidado ao
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derivado da quinonaimina, posteriormente formando dimeros, trimeros, suas formas oxidadas
e por fim a formagdo do produto precipitado (tetrdmero), sendo mais rapida em comparagéo
no meio de oxigénio dissolvido, uma vez que ndo foi detectado alguns compostos

intermediarios.
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(forms oxidada) PFrodeto Precipitade

Esquema 6. Representacdo esquematica da reacdo de oxidacdo do PAF, em meio alcalino, na
presenca e na auséncia de peroxido de hidrogénio.

Fonte: Autor.

5.1.11. Monitoramento da reacdo entre a PTD e o PAF por espectrometria
de massas (MS/MS)

A reacdo entre os precursores PTD e PAF foi monitorada por espectrometria de
massas em tamp&o amonio 0,1 mol L™ a pH 8,0, na presenca e na auséncia de peréxido de
hidrogénio a 1,0% (v/v). A Figura 42 mostra o espectro de massas obtido para a reagdo de
10,0 mg L de PTD com 10,0 mg L de PAF, na propor¢do de (1:1), em tampdo amonio
0,1 mol L't a pH 8,0 ap6s 3 horas de reacdo na auséncia de perdxido de hidrogénio (oxigénio

dissolvido).
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Figura 42. Espectro de massas obtido para reacdo entre a PTD e o PAF, na proporc¢édo de
(1:1), em tamp&do amonio 0,1 mol Lt a pH 8,0, ap6s 3 horas de reacdo: (A) Espectro de
massas aumentado na faixa de m/z 100 a 150 Da, (B) espectro de massas aumentado na faixa
de m/z 200 a 245 Da e em (C) espectro de massas aumentado na faixa de m/z 300 a 365 Da.

Fonte: Autor.

Apo6s 3 horas de reacdo, na Figura 42A, pode-se observar ainda uma quantidade
relativa de PTD (m/z 123,3) e de PAF (m/z 110,2) que ndo reagiram. Verificou-se também na
Figura 42A a formacéo dos produtos intermediarios de reacdo oriundos da oxidacdo da PTD,
radical semi-quinonadiimina (m/z 122,0), derivado da quinonadiimina (m/z 121,3). Na Figura
42B observou-se o derivado da difenilamina (m/z 243,2) e sua forma oxidada (m/z 241,2), e
na Figura 42C o derivado da BB (m/z 361,2) e seu fragmento (m/z 344,2). Todas as estruturas
desses compostos estdo representadas na Tabela 5 (paginas 106 e 107).

Foi observado também na Figura 42A, a formacdo dos produtos intermediarios de

reacdo oriundos da oxidacdo do PAF, derivado da quinonaimina (m/z 108,0), na Figura 42B o
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dimero (m/z 217,1) e sua forma oxidada (m/z 215,2), e na Figura 42C o trimero na sua forma
oxidada (m/z 322,2). Todas as estruturas desses compostos estdo representadas na Tabela 6
(paginas 119 e 120). Os espectros de massas obtidos para a rea¢éo na presenca de perdxido de
hidrogénio a 1,0% (v/v) (dados ndo mostrados), na mesma condicdo experimental,
apresentaram 0s mesmos produtos.

A separacdo do principais produtos foi realizada por CCD a fim de identifica-los e
caracteriza-los. Apo6s 3 horas de reacdo em meio de oxigénio dissolvido e de perdxido de
hidrogénio a 1% (v/v), foi observado cinco manchas com compostos de coloracdo castanho
escuro, castanho claro, roxo, marrom, rosa escuro, marrom escuro e rosa claro com (Rfx100)
de 16, 21, 29, 33, 38, 44 e 51, respectivamente. Os produtos foram extraidos analisados
conforme descrito anteriormente nas secdes 4.3 e 4.4.

A placa de CCD mostrou uma mancha de coloragdo castanho escuro e outra de
coloragéo castanho claro em (Rx100) de 16 e 21, respectivamente. Os valores de Ry obtidos
sdo os mesmos verificados anteriormente para a PTD e para o PAF, respectivamente.
Portanto, os produtos formados de coloragdo castanho escuro e castanho claro sdo a PTD e o
PAF, respectivamente.

No entanto, foi obtido um espectro de massas para 0 composto castanho escuro com o
objetivo de confirmar se 0 mesmo é a PTD. O espectro de massas obtido para o composto de
coloracdo castanho escuro, Figura 43, apresentou picos de ions com m/z 123,0; 122,2 e 121,2,
referentes a PTD, o derivado do intermediario radical semi-quinonadiimina e o derivado do
intermediério quinonadiimina, respectivamente. Estruturas dispostas na Tabela 5 (paginas
106 e 107).
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Figura 43. Espectro de massas obtido para o produto de coloragao castanho escuro.

Fonte: Autor.

133



Jodo Carlos de Souza Doutorado em Quimica

O espectro de massas obtido para o produto de coloracdo castanho claro, Figura 44,
mostrou um pico de ion com m/z 110,0 e outro com m/z 108,2, picos referentes ao PAF e o
derivado do intermediario quinonaimina, respectivamente. Estruturas dispostas na Tabela 6
(paginas 119 e 120).
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Figura 44. Espectro de massas obtido para o produto de coloracdo castanho claro.

Fonte: Autor.

A banda de coloragdo roxo apresentou um (R¢x100) de 29, com coloragéo parecida e
de mesmo Ry observado na placa obtida na oxidacdo da PTD referente ao derivado da BB. O
espectro de massas obtido, Figura 45, mostra um pico de ion com m/z 361,3, e outro ion com
m/z 344,3, 0 que comprova que o produto de cor roxo é de fato o derivado da BB.
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Figura 45. Espectro de massas obtido para o produto de coloracao roxo.

Fonte: Autor.

A banda de coloracdo marrom apresentou um (Rfx100) de 33, com coloracdo e Ry
semelhante ao produto observado na oxidacdo do PAF referente ao dimero formado. O

espectro de massas obtido, Figura 46, mostrou um pico de ion com m/z 217,1, o que
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comprova que o produto de cor marrom é o dimero de reacdo formado através da oxidacéo do
PAF.
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Figura 46. Espectro de massas obtido para o produto de coloracdo marrom.

Fonte: Autor.

A banda de coloracao rosa escuro apresentou um (Rgx100) de 38, e ndo foi observada
tanto na oxidacdo da PTD quanto na do PAF. Portanto, trata-se de um produto formado pela
reacdo entre ambos os precursores. O espectro de massas obtido para o produto de coloragédo
rosa, Figura 47, apresentou o ion de m/z 348,3 (Produto 2), cuja estrutura é mostrada na
Tabela 7 (paginas 138 a 140).
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Figura 47. Espectro de massas obtido para o produto de coloracéo rosa.

Fonte: Autor.

O espectro MS/MS para o ion de m/z 348,3 (Figura 13AP, disponivel no apéndice),
apresentou como fragmentos os ions de m/z 333,4, referente a perda de (‘CHs, 15 Da), m/z
320,3, referente a perda de (CO, 28 Da) e m/z 226,3, referente a perda do derivado do
intermediario quinonadiimina (C7H1oN2, 122 Da).
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A banda de coloragdo marrom escuro apresentou um (Rgx100) de 44, e também néo
foi observada na oxidacdo da PTD e do PAF, tratando-se de produto formado da reacéo entre
ambos os precursores. O espectro de massas obtido, Figura 48, apresenta o ion de m/z 335,3

(Produto 3), cuja estrutura é mostrada na Tabela 7 (paginas 138 a 140).
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Figura 48. Espectro de massas obtido para o produto de coloragdo marrom escuro.

Fonte: Autor.

O espectro MS/MS para o ion m/z 335,3 (Figura 14AP, disponivel no apéndice)
apresentou como fragmentos os ions de m/z 320,0, referente a perda de (‘CHs, 15 Da), m/z
307,2, referente a perda de (CO, 28 Da) e m/z 226,3, referente a perda de (‘CeH7N101, 109
Da).

E por fim, a banda de coloracdo rosa claro apresentou um (Rx100) de 51, com
coloracgdo e R semelhante ao trimero formado pela oxidacdo do PAF (Tabela 6, paginas 119 e
120). O espectro de massas obtido para o produto de coloragdo rosa claro, Figura 49,
apresentou o ion m/z 322,2, referente ao trimero formado pela oxidacdo do PAF, cuja

estrutura é mostrada na Tabela 6 (paginas 119 e 120).
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Figura 49. Espectro de massas obtido para o produto de coloragdo rosa claro.

Fonte: Autor.
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No mais, a reacdo entre os precursores PTD e PAF, na proporcdo de (1:1), em tampéo
amonio 0,1 mol L a pH 8,0, formou também um produto precipitado de coloragio preta. O
espectro de massas obtido para o precipitado formado, Figura 50, apresentou o pico de ion de
m/z 414,3, referente ao precipitado formado pela oxidacdo do PAF (estrutura mostrada na
Tabela 6, paginas 119 e 120). Os picos dos ions de m/z 427,3 (Produto 7), m/z 440,4 (Produto
6), m/z 453,4 (Produto 5) e m/z 468,4 (Produto 6) séo referentes aos produtos formados pela
reacao entre a PTD e o PAF, cuja estruturas sdo mostradas na Tabela 7 (paginas 138 a 140).

Portanto o precipitado obtido é na verdade um conjunto de varios produtos que precipitaram.

» 4273 4404
3.0e6

c

[O)

2.0e61 273 4143

0.0 Ml W 1{ 1A YO AP " 1k W - - . A
100 150 200 250 300 350 400 450 500
m/z, Da

Figura 50. Espectro de massas obtido para os produtos precipitados da reacdo entre a PTD e
o0 PAF.

Fonte: Autor.

O espectro MS/MS obtido para o ion de m/z 427,3 (Figura 15AP, disponivel no
apéndice) apresentou como fragmentos os ions com m/z 412,1 referente a perda de (CHs, 15
Da), m/z 319,2 referente a perda de (CO, 28 Da) e, m/z 319,2 referente a perda de um derivado
do intermediéario radical semi-quinonaimina (‘CeHesN10O1, 108 Da).

O espectro MS/MS obtido para o ion de m/z 440,3 (Figura 16AP, disponivel no
apéndice) apresentou como fragmentos os ions com m/z 425,2 referente a perda de ((CHs, 15
Da), m/z 319,2 referente a perda de um derivado do intermediario quinonadiimina (‘C7HgNz,
121 Da) e, m/z 332,2 referente a perda de um derivado do intermediario radical semi-
quinonaimina (‘CsHeN101, 108 Da).

O espectro MS/MS obtido para o ion de m/z 453,4 (Figura 17AP, disponivel no
apéndice) apresentou como fragmentos os ions de m/z 438,3, referente a perda de (‘CHs, 15
Da), m/z 332,2 referente & perda de um derivado do intermediario quinonadiimina (‘C7HgsN>,
121 Da) e, m/z 331,2 referente a perda de um derivado do intermediario radical semi-
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quinonadiimina (‘C7HgN2, 120 Da). No entanto, o espectro do ion de m/z 468,4 ndo foi obtido
devido & sua baixa intensidade.

O mesmo procedimento foi repetido com a presenca de peroxido de hidrogénio a 1,0%
(v/v) (dados ndo mostrados), e o perfil obtido para as placas foram os mesmos, com a

formacdo dos mesmos produtos, porém com intensidades diferentes.

Tabela 7. Estruturas propostas dos compostos detectados por MS/MS durante a reacdo da
PTD e 0 PAF, proporcdo de (1:1), em tamp&o aménio 0,1 mol L a pH 8,0, na presenca e na

auséncia de perdxido de hidrogénio.

Massa Experimental fon
Compostos Molecular (m/z) Fragmento
(g mol?) [M+H]* (m/z)
PTD (*)
NH 108.2

2

CHs 122.2 123.2 106.0
81.0

NH,

Derivado do radical Semi-

quinonadiimina 107.0
HN' 121,2 122,2 105,4
<>/ 91,9
NH,
Derivado da Quinonadiimina
NH 106,1
120,2 121,2 1054
91,7
NH
PAF (**)
NH, 93.1
109.1 110.2 92.2
82.1
OH
Derivado da Quinonaimina (**)
il 80.2
107.1 108.2 54.1
53.0
)
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Dimero (**)
200.2

NH,
e 216.2 217.2 199.2
Q/ 1112
HO
OH

Derivado da Base de Bandrowski (*)

346.1

NH,
HaC N CHs NH,
jij S @[ 3605 361.3 344.3
SN e, 2412
NH,

Tetramero (**)

s . 397.4
Q N Q Q 413.4 414.2 386.1
o Sy on 306.2
OH
Produto 1
NH,
HsC NH
j@( 229.3 230.2 -
H,N
OH
Produto 3
320.0
H3C N\ OH 3072
Ij ¢L\ J@f 334.4 3353 226.3
H N N
OH
Produto 2
333.4
HC N NH,
j@( S J@[ 347 4 348.3 320.3
S 226.3
OH
Produto 4

412.1

e "N ° 399.2
OH OH
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Produto 5
" 425.2
e . o 439.4 440.4 319.2
jj N @[ Q 332.2
H,N S CH, OH
OH
Produto 6
NH, NH, 438.3
HyC N\ o CHy 452 .4 453.4 332.2
jj \NQ 331.2
Produto 7

NH, NH,
HSCjij“\ @[/N s 466.6 467.5 -
HoN Sy CHj

OH NH,

(*) - Produtos formados pela oxidacéo da PTD;

(**) - Produtos formados pela oxidagdo do PAF.

Fonte: Autor.

5.1.12. Monitoramento da reacdo entre a PTD e o PAF por

espectrofotometria UV-VIS

A Figura 51 apresenta os espectros de absorcdo UV-Vis obtidos para a reacdo da PTD
com o PAF, na proporcao de (1:1) (ambos a 10,0 mg L), em tamp&o de amonio 0,1 mol L a
pH 8,0, em atmosfera de oxigénio dissolvido (A) e 1,0% (v/v) de peroxido de hidrogénio (B)
no periodo de 3 horas.

Inicialmente, a Figura 51A apresentou duas bandas de absorcdo nos comprimentos de
onda de 242 nm e 305 nm. No decorrer das 3 horas de reacdo, houve a diminuigdo gradativa
da banda em 242 nm, atribuida a combinacdo da absorcdo da PTD e do PAF, mostrando a
formagéo de outros produtos de reagcdo em 352 nm e 474 nm, evidenciando a formacdo de
novos produtos de reacéo.

Ap0s 45 minutos do preparo da solucdo, obsevou-se uma alteracdo de coloracdo, que
passou de castanho claro para uma coloragdo castanha escura, que se intensificou ao longo do

tempo. Além disso, observou-se a formacdo de um precipitado de coloracéao preta.
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Figura 51. Espectro de absorcdo UV-Vis para a reagdo da PTD com o PAF na proporcao de

(1:1) (ambos a 10,0 mg L) em tamp&o amonio 0,1 mol L1,

dissolvido (A) e 1,0% (v/v) de peroxido de hidrogénio (B).

Fonte: Autor.

pH 8,0 em atmosfera de oxigénio

Experimentos repetidos, tanto na presenca quanto na auséncia de luz, ndo mostraram

diferencas significativas no comportamento e nos espectros obtidos (dados néo apresentados),

sugerindo que a reacdo, entre a PTD e o0 PAF, ndo é influenciada por fotolise.
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A adicdo de peroxido de hidrogénio provocou o desaparecimento imediato da banda
em 242 nm, Figura 51B, um aumento gradativo da banda em 305 nm, e a formacdo de uma
banda de absorcdo em torno de 400 nm. Isso pode ser um indicativo de que a reacdo e a
formacdo desses produtos acontecem de forma mais rapida em comparacdo ao meio de
oxigénio dissolvido. Todavia, no instante em que foi adicionado o peréxido de hidrogénio
1,0% (v/v), na presenca de PTD e de PAF, observou-se uma alteracdo de cor, passando de
uma coloracdo castanha claro para uma coloracéo castanho escuro, que ao longo do tempo foi
se intensificando. Além disso, observou-se a formacdo de um precipitado de coloracao preta.

Espectros de UV-Vis, Figura 52, foram obtidos em metanol, para os produtos de
reacdo entre a PTD e o PAF separados por CCD. Embora o0s espectros apresentem efeito
batocrdmico, por serem obtidos em um solvente com polaridade diferente dos espectros
obtidos nas Figuras 51A e 51B, eles mostram algumas bandas similares para os produtos
observados nos espectros obtidos em tamp&o amonio, confirmando a formagdo dos produtos
propostos. No instante em que foi adicionado o perdxido de hidrogénio 1,0% (v/v), na
presenca de PTD e de PAF, observou-se uma alteracdo de cor, passando de uma coloracéo
castanha claro para uma coloragcdo castanho escuro, que ao longo do tempo foi se
intensificando. Além disso, observou-se a formacéo de um precipitado de coloracao preta.

1\ — p-toluenodiamina

= p-aminofenol

1.800 ~ lxl Produto 2 (Reaciio entre PTD ¢ PAF)

“,‘ — Dimero (oxidag¢ito PAF)

15004 |\ — Derivado Base de Bandrowski

) | ."v’\ Produto 3 (Reacio entre PTD e PAF)
\J

Trimero (oxidaciio PAF)
Precipitado

AAbs

r - - —
250.0 300.0 350.0 400.0 450.0 500.0 550.0 600.0 650.0 700.0 750.0 800.0

Comprimento de onda (nm)

Figura 52. Espectros de absor¢do UV-Vis, obtidos em metanol, para os produtos formados
pela reacdo entre a PTD e o PAF, isolados por CCD.

Fonte: Autor.
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5.1.13. Caracterizacdo dos produtos de reacdo entre a PTD e o PAF por

espectrometria de infravermelho (IR)

O espectro de IR obtido para o produto de cor castanho escuro, Figura 53, mostrou
bandas de absorcdo semelhantes ao espectro obtido anteriormente para a PTD (Figura 23). No
espectro de IR obtido (Figura 53), duas bandas de intensidade fraca, caracteristicas de
estiramento de ligacdo N-H de aminas primarias em aproximadamente 3210 e 3356 cm™, com
o aparecimento de um ombro pequeno em 3448 cm™, caracteristico de aminas primarias
foram observadas. Também é possivel observar duas bandas de intensidade média, de
estiramento de ligacdo C-H, caracteristico de carbono alifatico, mais precisamente de um
carbono primario de metila em 2857 e 2928 cm™. Outras bandas de intensidade fraca em
1404, 1506, 1635 e 1651 cm™, caracteristicas de estiramento de ligagdes C=C de carbono
aromatico foram observadas. Uma banda de intensidade média em 1215 cm™, caracteristica
de estiramento de ligagdo C-N, e outra banda de alta intensidade em 747 cm™, caracteristica
da vibracdo da ligacdo N-H de aminas primarias e secundarias também foram observadas.
Finalmente, foi observada uma banda de intensidade média em 662 cm™, caracteristica do
estiramento da ligacdo C-Cl do solvente usado para a solubilizacdo (cloroférmio) (151).
Portanto, estes resultados mostram que o produto de coloracédo castanho escuro observado é

um excesso de PTD (Tabelas 5 e 7) que ndo havia reagido.

1.00 4

0.98 4 m
0.96 4 v/
4 \Estiramento N-H
\ M s £..2

< 0.94 + 7 Estiramento I | amina primiria
< 1 | C=C aromitico \ /

0.92 4 ) \ /
s e pU
= M \,__/
= (L9904 ’ st " cozas
= Estiramento C-H alifaticos
S 0884 '.\/.' CHj; carbono primirio
— ] Estiramento C-N
=  0.86-

1 '.’ \. Estiramento C-Cl
0.84 4 ll ’ (solvente)
og2]  \Wibragio N-H amina
primiria
0.80 4——r—-—v—-——-——-v—v—-v——-"v—"T—v—1——
400.0  800.0 1200.0 1600.0 2000.0 2400.0 2800.0 3200.0 3600.0 4000.0

Nuamero de onda ((m'l)

Figura 53. Espectro de IR, obtido em cloroférmio, para o produto de coloragdo castanho

escuro, formado pela reacdo entre a PTD e o PAF.

Fonte: Autor.
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O espectro de IR obtido para o produto de cor castanho claro, Figura 54, mostrou
bandas semelhantes ao espectro obtido anteriormente para o PAF (Figura 34). No espectro de
IR obtido (Figura 54), foram observadas duas bandas de intensidade fraca, caracteristicas de
estiramento de ligagio N-H de aminas primarias em aproximadamente 2918 e 2955 cm™, com
o aparecimento de uma pequena banda em 3018 cm™, muito caracteristico em bandas de
aminas primarias e secundarias. Outras bandas de intensidade fraca em 1454 e 1516 cm™,
caracteristicas de estiramento de ligacdo C=C de carbono aromatico foram observadas.
Bandas em 1324 e 1379 cm™, de intensidade fraca, referente a vibragdo da ligacio O-H, e
estiramento da ligacdo C-O de fendis, respectivamente, foram observadas. Observou-se
também uma banda de intensidade média em 1218 cm™, caracteristica de estiramento de
ligacdo C-N e outra banda de intensidade alta em 739 cm™ caracteristica da vibragdo da

ligacdo N-H de aminas primarias.

1.02
1.00 4
0.98
0.96 o 4
- J Estiramento N-H
=\; 0.94 1 " Estiramento amina primaria
o 1 C=C aromitico
S 0924
= 0.904
s R
§ 0.88 - + Vibragio O-H e estiramento
= ’ C-0 de fendis
= 0.86 Estiramento C-N
0.84 ] " Estiramento C-Cl
4 (solvente)
0.82 Vibragio N-H amina
0.80 priméria
« ' T L ] » ] T » T ] T ) 1
400.0 800.0 1200.0 1600.0 2000.0 2400.0 2800.0 3200.0 3600.0 4000.0
Nimero de onda (cm'l)

Figura 54. Espectro de IR, obtido em cloroférmio, para o produto de coloracdo castanho

claro, formado pela reagdo entre a PTD e o PAF.

Fonte: Autor.

Para o produto de coloracdo roxa, o espectro de IR obtido, Figura 55, mostrou bandas
semelhantes ao espectro obtido anteriormente para o derivado da BB (Figura 24). No espectro
de IR obtido para o produto de coloracdo roxa, Figura 55, foi observado duas bandas de
intensidade fraca, caracteristicas de estiramento de ligacdo N-H de aminas primarias, em

aproximadamente 3193 e 3364 cm™®, com o aparecimento de um pequeno ombro em
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3455 cm, caracteristico de aminas primarias e secundarias. Duas bandas de intensidade
média, caracteristicas de estiramento de ligacdo C-H de carbono alifatico, mais precisamente
de carbono primario de grupamento metila, em 2848 e 2928 cm™. Outras bandas de
intensidade fraca, caracteristicas de estiramento de ligagdes C=C de carbono aromatico em
1412, 1419, 1620 e 1643 cm™, foram observadas. Uma banda de intensidade baixa foi
observada em 1655 cm™, caracteristica de estiramento de ligagio C=N de imina. Uma banda
de intensidade média em 1219 cm™, caracteristica de estiramento de ligacio C-N, e outra
banda de alta intensidade em 741 cm™, caracteristica da vibracio da ligagdo N-H de aminas
primarias e secundarias. Finalmente, uma banda de intensidade média em 670 cm?,
caracteristica do estiramento da ligacdo C-Cl do solvente usado para a solubilizacdo
(cloroférmio) (151). Portanto, estes resultados mostram que o produto de coloragdo roxo
formado é o derivado da BB (Tabelas 5 e 7).

1.020 1
1.000
0.980 + m
- 1 Estiramento C=N
S 0.960-
= E \ Estiramento C=C' |
g 0.940 1 () (aroms:tico)
2 0.920
~ . Estiramento C-H alifitico (CHj)
& 0.900
J Estiramento N-H (amina prim:ria)
0.880 - Estiramento C-N (aromatico)

Estiramento C-Cl(solvente
0.860 - )\ ‘ ’

Vibraciio N-H (amina prim:ria)

. A —
400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200 3600 4000

Numero de onda (¢cm™)

Figura 55. Espectro de IR, obtido em cloroférmio, para o produto de coloragdo roxo, formado
pela reacdo entre a PTD e 0 PAF.

Fonte: Autor.

Para o produto de coloracdo marrom, o espectro de IR obtido, Figura 56, mostrou
bandas semelhantes ao espectro obtido anteriormente para o dimero formado pela oxidagdo do
PAF (Figura 35). Para o produto de coloragdo castanho escuro, o espectro de IR, Figura 56,
mostrou duas bandas com intensidade fraca em 2921 e 2952 cm?, correlacionadas com o

alongamento primario da ligagio N-H de aminas e uma pequena banda em 3021 cm?,
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caracteristica de bandas de aminas priméarias e secundérias. Outras bandas com intensidade
fraca em 1454 e 1518 cm’, caracteristica da ligagio C=C de carbono aromatico foram
observadas. Bandas com intensidade fraca em 1341 e 1375 cm™, relacionadas & vibragio da
ligacdo O-H e ao alongamento da ligacdo C-O de fendis, respectivamente, foram observadas.
Foi observada uma banda de média intensidade em 1210 cm™; caracteristica do alongamento
da ligacdo C-N. Além disso, foi observada uma banda com alta intensidade em 750 cm™,
relacionada com a vibragdo da ligacdo N-H de aminas primarias e secundarias. Por fim, foi
observada uma banda de intensidade média em 672 cm™, relacionada com o estiramento da
ligagdo C-Cl do solvente utilizado para solubilizacdo da amostra (cloroférmio) (151).
Portanto, estes resultados mostram que o produto de coloracdo marrom formado € o dimero
(Tabelas 6 e 7), oriundo da oxidacdo do PAF.

1.02 4

1.00 -

0.98

0.96 4 Estimmmento C=N
~ 5 Estiramento N-H amina
< 0.94 1 Estiramente C=C primdria
3 0.92 - aromatico
= 094 Vibragio O-H e
s estiramento C-0 de fenaix
S 0884 .
L " .
— Estiramento C-N

0.86 ~+

0.84 - O Estiramento C-C1

(solvente)
0.82 4 . Vibragio N-H amina
primaria
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Figura 56. Espectro de IR, obtido em cloroférmio, para o produto de coloragdo marrom,
formado pela reacdo entre a PTD e o PAF.

Fonte: Autor.

O produto de coloragdo rosa claro, no espectro de IR obtido, Figura 57, mostrou
bandas de absor¢do semelhantes ao espectro obtido anteriormente para o trimero formado pela
oxidacédo do PAF (Figura 36). Para o produto de coloracao rosa claro, o espectro de IR, Figura
57, mostrou duas bandas com intensidade fraca em 2922 e 2951 cm™, caracteristicas do
alongamento primario da ligagdo N-H de aminas, e uma banda pequena em 3021 cm™, banda

caracteristica de aminas primarias e secundarias. Outras bandas com intensidade fraca em
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1460 e 1519 cm, relacionadas com a ligagdo C=C de carbono aromatico foram observadas.
Bandas com intensidade fraca em 1333 e 1379 cm™, relacionadas a vibragdo da ligagdo O-H e
ao estiramento da ligacdo C-O de fendis, respectivamente, foram observadas. Foi observada
uma banda de média intensidade em 1213 cm™, relacionada ao alongamento caracteristico da
ligacdo C-N. Além disso, foi observada uma banda de alta intensidade em 748 cm?,
relacionada a vibracdo da ligagdo N-H de aminas primarias e secundarias. Observou-se outra
banda com intensidade média em 663 cm™, associado ao estiramento da ligacio C-Cl do
solvente utilizado para solubilizacdo da amostra (cloroférmio) (151). Portanto, estes
resultados mostram que o produto de coloracdo rosa claro formado é o trimero, oriundo da
oxidacédo do PAF (Tabelas 6 e 7).
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Figura 57. Espectro de IR, obtido em cloroférmio, para o produto de coloragdo rosa claro,

formado pela reacdo entre a PTD e o0 PAF.

Fonte: Autor.

O espectro de IR obtido para o composto de coloragéo rosa escuro (Produto 2, Tabela
7), Figura 58, mostrou duas bandas de intensidade fraca, caracteristicas de estiramento de
ligacdo N-H de aminas primarias, em aproximadamente 3389 e 3408 cm?, com o
aparecimento de uma pequena banda em 3385 cm™, muito caracteristico de aminas primarias
e secundarias. Outras bandas de intensidade fraca em 1570 e 1591 cm™, caracteristicas de
estiramento de ligacdo C=C de carbono aromatico foram observadas. Bandas em 1415 e 1467

cm?, de intensidade fraca, referente a vibragdo da ligagdo O-H e estiramento da ligagdo C-O
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de fenois, respectivamente, foram observadas. Notou-se também uma banda de intensidade
média em 1216 cm, caracteristica do estiramento de ligacio C-N e outra banda de
intensidade alta em 760 cm™ caracteristica da vibracdo da ligacdo N-H de amina primaria e
secundaria. Por fim uma banda de intensidade média em 665 cm™ caracteristica de
estiramento da ligacdo C-Cl oriunda do solvente utilizado para a solubilizagdo do composto
(151). Portanto, estes resultados mostram que o produto de coloracéo rosa escuro formado é o
Produto 2 (Tabela 7), oriundo da reacédo entre a PTD e o PAF.
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Figura 58. Espectro de IR, obtido em cloroférmio, para o produto de coloracdo rosa escuro,
formado pela reacdo entre a PTD e o PAF.

Fonte: Autor.

O espectro de IR obtido para 0 composto de coloracdo marrom escuro (Produto 3,
Tabela 7) Figura 59, mostrou duas bandas de intensidade fraca, caracteristicas do estiramento
de ligagdo N-H de aminas primarias, em aproximadamente 3387 e 3407 cm™, com o
aparecimento de uma pequena banda em 3381 cm™, muito caracteristico de aminas primarias
e secundarias. Outras bandas de intensidade fraca em 1572 e 1583 cm™, caracteristicas de
estiramento de ligacdo C=C de carbono aromético foram observadas. Bandas em 1412 e 1460
cm?, de intensidade fraca, referente a vibragdo da ligagdo O-H e estiramento da ligagdo C-O
de fendis, respectivamente, foram observadas. Notou-se também uma banda de intensidade
média em 1215 cm?, caracteristica de estiramento da ligagdo C-N e outra banda de

intensidade alta em 768 cm™ caracteristica da vibracdo da ligagdo N-H de aminas primarias e
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secundarias. Por fim uma banda de intensidade média em 671 cm™ caracteristica de
estiramento da ligacdo C-C oriunda do solvente utilizado para a solubilizagdo do composto
(151). Portanto, estes resultados mostram que o produto de coloracdo rosa escuro formado € o
Produto 3 (Tabela 7), oriundo da reacdo entre a PTD e 0 PAF.
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Figura 59. Espectro de IR, obtido em cloroférmio, para o produto de coloracdo marrom

escuro, formado pela reacdo entre a PTD e o PAF.

Fonte: Autor.

O espectro de IR obtido para o precipitado (Produtos 4,5,6 e 7, Tabela 7), Figura 60,
formado pela reagdo entre a PTD e o PAF, mostrou duas bandas de intensidade fraca,
caracteristicas do estiramento da ligacdo N-H de aminas primarias em aproximadamente 3392
e 3403 cm™ com o aparecimento de uma pequena banda em 3385 cm™, muito caracteristico
de aminas primarias e secundarias. Outras bandas de intensidade fraca em 1574 e 1586 cm™,
caracteristicas do estiramento da ligagdo C=C de carbono aromatico foram observadas.
Bandas em 1409 e 1464 cm’, de intensidade fraca, referente a vibragio da ligacdo O-H e
estiramento da ligacdo C-O de fendis, respectivamente, foram observadas. Notou-se também
uma banda de intensidade média em 1213 cm, caracteristica do estiramento da ligagdo C-N e
outra banda de intensidade alta em 762 cm™ caracteristica da vibragdo da ligacdo N-H de
aminas primarias e secundarias. Por fim uma banda de intensidade média em 668 cm™
caracteristica do estiramento da ligacdo C-Cl oriunda do solvente utilizado para a
solubilizacéo do precipitado (Produtos 4,5,6 e 7, Tabela 7). (151)
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Figura 60. Espectro de IR, obtido em cloroférmio, para o produto precipitado, formado pela

reacdo entre a PTD e o PAF.

Fonte: Autor.

5.1.14. Caracterizacdo dos produtos de reacéo entre a PTD e o PAF por
'H-RMN

Os espectros de *H-RMN para os compostos de coloragdo castanho escuro, castanho
claro, roxo, marrom e rosa claro (dados ndo mostrados) foram semelhantes aos obtidos
anteriormente para 0s mesmos produtos ao quais foram atribuidos. O produto de coloragédo
castanho escuro foi atribuido como sendo a PTD, o produto de coloracao castanho claro como
sendo o PAF, o produto de coloragdo roxa como sendo o derivado da BB, e os produtos de
coloracdo marrom e rosa claro como sendo, respectivamente, o dimero e o trimero formados
pela oxidacdo do PAF. As estruturas propostas para todos esses compostos sdo mostradas nas
Tabelas 5,6 e 7.

O espectro de *H-RMN obtido para o produto de colorago rosa escuro (Produto 2,
Tabela 7), Figura 61, mostrou em 1,9 ppm a presenca de um pico singleto de intensidade
forte, muito caracteristico de grupamento metila ligado a anel aromaético, que integrado
mostra ser referente a 6 hidrogénios, podendo assim ser atribuido aos 2 grupos metila da
molécula do produto 2 (Tabela 7). Observa-se também picos entre 7,7 e 8,0 ppm, referentes

aos hidrogénios ligados ao anel aromatico, demarcados como “HA”, “HB” e “HC” na
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molécula do Produto 2, inserida no espectro. Um pico dubleto em 7,9 ppm, atribuido ao
hidrogénio “HA”, referente a um acoplamento em orto com o hidrogénio “HC”, que aparece
um pouco mais deslocado em relagdo aos demais picos, foi observado. Um pico dubleto em
aproximadamente 7,75 ppm, atribuido ao hidrogénio “HB”, que se acopla em meta com o
hidrogénio “HC”, que aparece menos deslocado em relacdo aos demais picos foi observado. E
por fim, dois picos dubletos proximo a 7,9 ppm, atribuidos ao hidrogénio “HC”, referente a
um acoplamento em orto com o hidrogénio “HA” e um acoplamento em meta com o

hidrogénio “HB” foram observados. (151)
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Figura 61. Espectro de *H-RMN obtido para o produto de coloragéo rosa escuro em metanol
deuterado. Insergéo: Espectro de *H-RMN aumentado na faixa de 7,4 a 8,3 ppm e estrutura
molecular do Produto 2.

Fonte: Autor.

O espectro de *H-RMN obtido para o produto de coloragdo marrom escuro (Produto 3,
Tabela 7), Figura 62, mostrou em 2,1 ppm a presenca de um pico singleto de intensidade
forte, muito caracteristico de grupamento metila ligado a anel aromaético, que integrado
mostra ser referente a 3 hidrogénios, atribuido ao grupo metila da molécula do produto 3
(Tabela 7). Observou-se também picos entre 7,0 e 7,2 ppm, referentes aos hidrogénios ligados
no anel aromatico, demarcados como “HA”, “HB” e “HC” na molécula do Produto 3 inserida

no espectro. Um pico dubleto em 7,2 ppm pode ser atribuido ao hidrogénio “HA”, referente a
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um acoplamento em orto com o hidrogénio “HC”, aparecendo um pouco mais deslocado em
relacdo aos demais picos. Um pico dubleto na regido aproximadamente de 7,0 ppm, atribuido
ao hidrogénio “HB”, referente a um acoplamento em meta com o hidrogénio “HC”,
aparecendo menos deslocado em relagdo aos demais picos foram observados. E por fim dois
picos dubletos proximos a 7,1 ppm, atribuidos ao hidrogénio “HC”, referente a um
acoplamento em orto com o hidrogénio “HA” e um acoplamento em meta com o hidrogénio
“HB” foram observados. (151)

Observou-se também mais picos aglomerados entre 6,8 e 6,9 ppm, referentes aos
hidrogénios ligados ao outro anel aromatico, demarcados como “HD” e “HE”, na molécula do
Produto 3 inserida no espectro (Figura 62). Um pico de dois dubletos em torno de 6,8 ppm,
atribuido ao hidrogénio “HE”, referente a um acoplamento em orto com o hidrogénio “HD” e
um acoplamento em meta com o segundo hidrogénio “HE” foi observado (151). Um outro
pico de dois dubletos em aproximadamente 6,9 ppm, atribuido ao hidrogénio “HD”, referente
a um acoplamento em orto com o hidrogénio “HE” ¢ um acoplamento em meta com o

segundo hidrogénio “HD” foi observado. (151)
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Figura 62. Espectro de 'H-RMN obtido para o produto de coloragdo marrom escuro em
metanol deuterado. Insercdo: Espectro de 'H-RMN aumentado na faixa de 7,4 a 8,3 ppm e
estrutura molecular do Produto 3.

Fonte: Autor.
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O espectro de *H-RMN obtido para o precipitado formado (dado ndo mostrado), néo
permitiu distinguir quais picos eram referentes aos hidrogénios de cada molécula, e assim néo
houve como caracteriza-los pela técnica. Como dito anteriormente, o precipitado formado na
verdade era um conjunto dos produtos formados pela reacéo entre a PTD e o PAF (Produtos

45,6 e 7), e pelo tetrdmero formado pela oxidagéo do PAF.

5.1.15. Reacéo entre a PTD e 0 PAF

Levando em consideracgdo todos os estudos realizados neste trabalho, juntamente com
alguns estudos disponiveis na literatura (13,44,45,66,76,153-155), 0 mecanismo da reagdo

entre a PTD e o PAF, em meio oxidante, é proposto no Esquema 7.

Y™ iy ﬂllJ S & e [\f] Jlr LI hflﬁ
N J L d 0 1L [ A S (i

AT ALY UL, SO AT TS
Produto Precipltado 4 Produlo Predipitado 5 Produto Precipitado 6 Produto Precipitado 7

Esquema 7. Representacdo esquematica da reacdo entre a PTD e o PAF, em meio alcalino, na
presenca e na auséncia de peroxido de hidrogénio.

Fonte: Autor.
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Em meio amoniacal contendo oxigénio dissolvido, a reacdo entre a PTD e o PAF,
Esquema 7, ocorre primeiramente com a oxidacdo da PTD por meio da desprotonacdo de um
grupo amino, formando o intermediario derivado do radical semi-quinonadiimina.
Posteriormente, uma nova desprotonacdo, no segundo grupo amino da molécula, é
responsavel pela geracdo do derivado do intermediario quinonadiimina. O derivado do
intermediario quinonadiimina reagiu com uma molécula de PAF formando o Produto 1. O
Produto 1 reagiu com uma molécula do derivado do radical quinonadiimina e formou o
Produto 2 (Esquema 7). O Produto 1 também pode reagir com uma molécula do derivado do
radical quinonaimina e formar o Produto 3.

O Produto 2 reagiu com uma molécula de PTD e formou o Produto 4. O Produto 3
reagiu com uma molécula de PTD e formou o Produto 5. No mais, o Produto 3 também reagiu
com uma molécula de PAF e formou o Produto 6. E por fim, o Produto 3 reagiu com um
radical fenol e formou o Produto 7.

Conforme foi observado no Esquema 7, os produtos secundarios oriundos da oxida¢do
da PTD e do PAF também podem ser formados e, competem no mecanismo com a formacéo

dos produtos referentes da reacdo entre a PTD e o PAF.

5.2. Testes de mutagenicidade e toxicidade dos produtos formados pela

reacao de oxidagdo da PTD, do PAF e da reacdo entre ambos

O ensaio de Salmonella é uma avaliacdo bacteriana de curta duragdo, amplamente
aceita, para identificar substancias que possam produzir danos genéticos que levam a
mutacdes genéticas (156). Esse ensaio pode ser ainda usado como uma pré-selecdo rapida
para a avaliacdo de carcinogenicidade de um composto (157-159). A literatura relata uma alta
correlagéo, cerca de 90%, entre os testes de mutagenicidade e carcinogenicidade em animais.
(157-159)

A grande maioria dos compostos que apresentam mutagenicidade sao eletrofilicos ou
foram metabolizados no organismo antes de promover a formacdo de tumores (159-160). Os
compostos absorvidos e 0s metabolitos formados por esses compostos podem reagir
quimicamente por ligacdo covalente com as moléculas de acido nucléico presentes no DNA
de bactérias e animais (mamiferos), formando produtos que podem desencadear processos

mutagenicos. (98)
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Garner e colaboradores (159) juntamente com Ames e colaboradores (98) avaliaram a
mutagenicidade de varios compostos, e descobriram que aminas aromaticas substituidas por
pelo menos dois grupos aminos, ou dois grupos nitros ou ainda um grupo amino e um grupo
nitro tém atividade mutagénica. Eles também descobriram que as aminas aromaticas, na sua
grande maioria, que tém em sua estrutura apenas grupos aminos como substituintes, tais como
fenilenodiaminas e fenilenotriaminas, exibem mutagenicidade se foram metabolizadas por
enzimas presentes no figado dos mamiferos. Fenilenodiaminas e fenilenotriaminas séo
compostos amplamente utilizados nas composi¢cfes da maioria dos corantes capilares
comerciais, e parece que os metabolitos produzidos por estes compostos sdo largamente
responsaveis pela mutagenicidade, e por alteracdes e transformacBes microssomais nas
células dos mamiferos. (159,161-163)

No entanto, algumas fenilenodiaminas e fenilenotriaminas apresentam
mutagenicidade na auséncia de atividade metabdlica, e pouco se sabe sobre o mecanismo de
atividade mutagénica dessas aminas (159). Suspeita-se que a atividade mutagénica
apresentada por essas aminas provém de sua capacidade de oxidar e reagir entre si, formando
compostos com mdaltiplos anéis, como é descrito amplamente na literatura na oxidacdo da
PFD (8,21,28,43,159) e como observado neste trabalho, nos resultados obtidos pela oxidagéo
da PTD, do PAF e pela reacéo entre ambos.

Além disso, testes de mutagenicidade realizados, usando Salmonella Typhimurium
TA1538, demonstraram que estes compostos multi-anelados tiveram atividade mutagénica,
corroborando ainda mais com a hipotese. (159)

A PTD é positiva para a reversdo da histidina, e o teste de Ames indica potencial
genotoxico (98,164-166). No entanto, considerando que os derivados trimeros da PTD s&o
facilmente formados, deve ser relevante avaliar a resposta do derivado da BB pelo teste de
Ames. Para isso, 0 extrato da BB, separado por CCD e identificado, foi submetido ao ensaio
de mutagenicidade com a cepa Salmonella enterica Typhimurium YG1041, selecionada para
este estudo devido a alta sensibilidade & aminas arométicas (167), na presenca e na auséncia
de ativacdo metabolica exdgena (S9).

Os resultados obtidos no teste de mutagenicidade do derivado da BB, Tabela 8,
indicam que as concentracOes avaliadas apresentaram acdo mutagénica para a bactéria
Salmonella enterica Typhimurium YG1041, com e sem ativagdo metabolica (S9), com CEM>

de 0,4 e 0,8 pg mL*?, respectivamente. Isso indica que linhagens de bactérias com S9
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necessitam de uma concentragdo minima efetiva duas vezes maior para fornecer o dobro de
revertentes comparados ao controle negativo.

O derivado da BB mostrou uma curva clara de resposta de concentracdo com a cepa
selecionada, tanto na presenca quanto na auséncia de S9 (Tabela 8), indicando atividade
mutagénica. O derivado da BB apresentou uma atividade um pouco maior sem o0 S9, em
comparagdo com o S9 (Tabela 8). Portanto, o derivado da BB tem a capacidade de causar
mutacdes, que sdo caracterizadas por alteracbes no quadro de leitura de DNA, que sdo
denominados de mutacGes do tipo frameshift. Resultados semelhantes foram obtidos no

estudo de mutagenicidade realizados para a PTD. (98,164-166)

Tabela 8. Resultados dos testes de mutagenicidade obtidos para o derivado da BB, analisada

com a cepa Salmonella YG1041, com e sem ativacdo metabdlica.

Concentracéo - _Sem >9 — com S9
(Hg ML) :\,/,Ieff; D.PC ?gfﬁ D.Pe
Controle negativo? 8,8 1,5 7,0 1,4
0,1 12,0 3,4 11,5 1,9
1,0 33,8 ** 51 17,3 5,7
10,0 117,3 ** 17,6 110,0 ** 7,2
Controle Positivo® 105,5 4,8 150,0 0,0
CEM2¢ (ug mL-Y) 0,4 (0,5 - 0,3) 0,8 (0,9-0,7)

Nota: ?Dimetilsulfoxido (DMSO);
®4-nitro-o-fenilenodiamina (0,02 ug mL™) sem S9 e 2-aminoantraceno (0,0003 ug mL?) com
S9;
°D.P.: Desvio Padrdo da Média;
dCEM,: Concentragdo Efetiva Minima que forneceu o dobro do nimero de revertentes do
controle negativo e expressa em pg mL™, limites de confianca de 990% para o CEM; entre
parénteses;
** ANOVA (p < 0,001).

Fonte: Autor.

Os mesmos testes realizados por Ames e colaboradores (98) para o PAF néo
mostraram mutagenicidade em bactérias do tipo Salmonella Typhimurium (98,164-166).
Embora o PAF ndo tenha demonstrado atividade mutagénica e carcinogénica, 0 mesmo
apresentou sob exposicdo constante efeito genotoxico (45,66,85). Estudos mostram que a
maioria das aminas aromaticas hidroxiladas ndo apresenta atividade mutagénica, pois estes

substituintes do anel impede a ativacdo dos grupos amino pelo metabolismo do figado. (159)
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Com relagdo a ativacdo de aminas aromaéticas de anel Unico, a introducdo de um
grupo hidroxila na posi¢do orto aos grupos amino, produz compostos que sdo mutagénicos
sem metabolismo hepatico. Isso faz com que muitos derivados de aminas aromaticas
hidroxiladas sejam altamente reativos com acidos nucléicos. No entanto, ainda € dificil
entender porque algumas dessas aminas aromaticas sao potentes mutagénicos sem nenhuma
ativagdo adicional ocorrendo. Duas propostas de mecanismo sdo possiveis para explicar a
atividade biologica dessas aminas: a primeira é que o grupo hidroxila presente nessas aminas
podem ser esterificados por uma enzima bacteriana, tal como a tRNA sintetase, a segunda é
que os grupos hidroxilas reagem com outro anel para formar corantes de carater multi-
anelado. (159)

Como observado anteriormente, o mecanismo de oxidacdo do PAF ocorre das duas
maneiras. Portanto, considerando que produtos esterificados e multi-anelados sdo formados
com a reacgdo de oxidacdo do PAF, deve ser relevante avaliar a resposta mutagénica dos
compostos formados.

Os resultados obtidos nos testes de mutagenicidade realizados para os produtos
Trimero e Precipitado (Tetramero), oriundos da oxidacdo do PAF, Tabelas 9 e 10,
respectivamente, ndo mostraram acdo mutagénica com e sem S9, respectivamente,
comparados ao controle negativo. Embora esses compostos ndo mostrem atividade
mutageénica, isso néo significa que eles causem outros efeitos adversos ao organismo humano

€ a0 meio ambiente.

Tabela 9. Resultados dos testes de mutagenicidade obtidos para o Trimero, analisada com a

cepa Salmonella YG1041, com e sem ativacdo metabdlica.

C tracs Sem S9 Com S9
oncentracio e 1
1 Média c Média c
(ng mL™) (n=4) D.P. (n=4) D.P.
Controle negativo? 8.8 1,5 7,0 1,4
0,1 9,5 5,1 8,5 2,4
1,0 8,3 5,2 7,5 3,3
10,0 12,0 8,4 11,0 34
Controle Positivo® 105,5 4,8 150,0 0,0
Mutagenicidade Nao detectado™* Nao detectado™*

Nota: ®Dimetilsulféoxido (DMSO);
b4-nitro-o-fenilenodiamina (0,02 pg mL™) sem S9 e 2-aminoantraceno (0,0003 pg mL™) com S9;
°D.P.: Desvio Padrdo da Média;
** ANOVA (p > 0,05), obtidos por comparagdo com o controle negativo nas concentragdes testadas.

Fonte: Autor.
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Tabela 10. Resultados dos testes de mutagenicidade obtidos para o Precipitado (tetramero),

analisada com a cepa Salmonella YG1041, com e sem ativacdo metabdlica.

Sem S9 Com S9
Concentracao

R Média . Média .

(ung mL™) (n=4) D.P. (n=4) D.P.
Controle negativo? 8,8 1,5 7,0 1,4
0,1 10,0 1,4 9,8 4,2

1,0 7,8 3,9 7,0 2,5

10,0 9,8 2,1 12,8 2,6
Controle positivo® 105,5 4.8 150,0 0,0

Mutagenicidade Nao detectado™* Nao detectado™**

Nota: 2Dimetilsulféxido (DMSO);
®4-nitro-o-fenilenodiamina (0,02 pg mL™) sem S9 e 2-aminoantraceno (0,0003 pg mL™) com S9;
°D.P.: Desvio Padrdo da Média;
** ANOVA (p > 0,05), obtidos por comparagdo com o controle negativo nas concentragdes
testadas.

Fonte: Autor.

Os testes de mutagenicidade também foram realizados para o conjunto de produtos
finais gerados pela reagdo da PTD com o PAF, em meio alcalino oxidante. De acordo com o
Esquema 7, tem-se como produtos finais dessa reacdo, 4 produtos precipitados (Produtos
Precipitados 4, 5, 6 e 7). Esses produtos foram analisados simultaneamente devido a
impossibilidade de realizar uma separacdo satisfatoria dos mesmos por CCD. Embora a
mistura dos Produtos Precipitados contenha o Produto Precipitado 1, formado pela oxidagao
do PAF, o mesmo ndo apresenta mutagenicidade conforme foi concluido anteriormente
(Tabela 10), entdo sua presenca ndo afetara os resultados obtidos nestes testes. Os resultados
obtidos para os testes de mutagenicidade desses produtos precipitados formados sé&o
mostrados na Tabela 11.

Os resultados obtidos no teste de mutagenicidade dos Produtos Precipitados 4, 5, 6 e
7, Tabela 7, apresentaram a¢d0 mutagénica para a bactéria Salmonella enterica Typhimurium
YG1041 somente com S9, com CEM: de 10,0 ug pL™. Essa concentragdo é cerca de 12,5
vezes maior comparada a concentracdo observada para o derivado da BB. Isso indica que 0s
Produtos Precipitados 4, 5, 6 e 7 necessitam estar em uma quantidade 12,5 vezes maior para
fornecer o dobro de revertentes do controle negativo. Portanto, o derivado da BB apresenta

maior efeito mutagénico comparado aos produtos formados pela reagéo entre a PTD e o PAF.
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Tabela 11. Resultados dos testes de mutagenicidade obtidos para os produtos Precipitados
4,5,6 e 7, analisados com a cepa Salmonella YG1041, com e sem ativagdo metabdlica.

x Sem S9 Com S9
Concentracéo e e
mL-1 édia c édia c
(ug mL™) (n=4) D.P. (n=4) D.P.
Controle negativo? 9,0 1,5 7,0 1,4
0,1 8,0 3,6 10,0 3,7
1,0 8,0 2,0 8,0 2,9
10,0 9,0 2,9 15,0 2,9
Controle positivo® 105,5 4,8 150,0 0,0
CEM24(ug mL1) Néo detectado** 10,0**

Nota: ?Dimetilsulfoxido (DMSO);
®4-nitro-o-fenilenodiamina (0,02 ug mL™*) sem S9 e 2-aminoantraceno (0,0003 ug mL™) com S9;
°D.P.: Desvio Padrdo da Média;
dCEMz: Concentracdo Efetiva Minima que forneceu o dobro do numero de revertentes do
controle negativo e expressa em pg mL?, limites de confianca de 990% para o CEM; entre
parénteses;
** ANOVA (p > 0,05), obtidos por comparagdo com o controle negativo nas concentragdes testadas.

Fonte: Autor.

Os compostos quimicos encontrados nas tinturas capilares sintéticas permanentes
como precursores, acopladores, aditivos entre outros sdo considerados de certa forma os
compostos mais reativos da industria cosmética, 0 que torna o processo de tingimento dos
cabelos bastante complexo (8,44,45). Isso faz com que o potencial toxicologico dessas
tinturas ndo seja s6 de responsabilidade dos compostos puros utilizados nas composicdes
desses produtos, mas também pelos produtos secundarios gerados pela oxidacdo e reacao
desses compostos formados durante o processo de tingimento dos cabelos. (43-45)

Os testes de toxicidade com Daphnia similis sdo empregados para avaliacdo
preliminar da toxicidade aguda e crdnica de amostras ambientais, estimar os efeitos potenciais
de agentes toxicos sobre uma determinada comunidade de seres vivos, e fazem parte dos
programas de avaliacdo da qualidade de amostras ambientais, juntamente com outros
bioensaios. (168)

Os microcrustaceos Daphnia similis sdo recomendados por diversos 0rgaos
internacionais e nacionais, para a avaliacdo da toxicidade aguda e crénica de amostras de
aguas e efluentes, principalmente por apresentarem alta sensibilidade e por se reproduzirem

por partenogénese, 0 que mantém a uniformidade genética (168,169). A Daphnia similis € um
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microcrustéceo filtrador que faz parte do zooplancton de &gua doce. Em condi¢des ambientais
favoraveis, reproduz-se assexuadamente por partenogénese e origina uma populacdo
constituida apenas por fémeas geneticamente idénticas a mée. (169)

Os ensaios de ecotoxicidade aguda indicam a possibilidade de organismos aquaticos,
no caso a Daphnia similis, morrer em funcéo da presenca de toxicidade na amostra testada. E
um teste que indica se a dgua contaminada pode causar efeito tdxico letal aos individuos
nativos. (168)

Os testes de toxicidade foram realizados com Daphnia similis, tanto para todos 0s
produtos finais obtidos quanto para somente os produtos sollveis em agua, oriundos da
reacdo entre a PTD e o PAF em meio alcalino oxidante. Os resultados dos testes de toxicidade

sdo mostrados na Tabela 12.

Tabela 12. Teste de toxicidade aguda em Daphnia similis. Resultados expressos em efeito
concentracdo 50%, 48 horas (EC50).

Amostra CE(1)50 (faixa %0)
Produto Reacdo PTD + PAF <001a> 0,001
(todos)

Produto Reacdo PTD + PAF

L . <0,01a>0,001
(soltveis em agua)

Tamp&o amonio 0,1 mol L (pH 8,00) <10a>0,1

Fonte: Autor.

Os resultados de testes realizados, tanto para a PTD quanto PAF, e seus derivados
mostraram que esses compostos sdo extremamente toxicos (27,28,30,33,44,45,66,76,78-
82,85,87). Neste estudo, os resultados obtidos nos testes de toxicidade para os produtos finais
da reacdo entre a PTD e o PAF, em todas as amostras analisadas mostraram-se altamente
toxicos para a Daphnia similis, conforme é mostrado na Tabela 12. O resultado dos testes é
expresso em Concentracdo Efetiva Inicial Mediana - CE(1)50 — 48 horas, que corresponde a
concentragdo da amostra no inicio do ensaio, que causa efeito agudo, ou a morte de 50% dos
organismos expostos em 48 horas, nas condigdes de teste. (168)

Embora o tampdo amonio também mostre ser toxico (EC50, 48 horas) na faixa de <

0,1, a concentracdo do efluente era muito mais baixa e mais toxica, com EC50, 48 horas na
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faixa de < 0,01 a > 0,001%. Portanto, tanto todos os produtos juntos, sollveis e insolliveis em
agua, quanto somente os soluveis, mostraram-se extremamente toxicos para Daphnia similis.

O uso do bioindicador Daphnia similis, para avaliacdo da toxicidade dos produtos
finais obtidos pela reacdo da PTD com o PAF, constituiu uma ferramenta indispensavel para
previsdo do impacto que os efluentes, oriundos do processo de tingimento dos cabelos,
poderiam causar a biota de um corpo hidrico ao qual esses residuos estejam sendo despejados,
além de indicar o nivel de toxicidade desses compostos com 0s organismos vivos aquaticos.

Conforme foi observado, esses compostos presentes nesses residuos sdo altamente
toxicos, podendo causar impactos e danos intensos a todo um ecossistema em que esses
residuos ou compostos estejam sendo descartados, uma vez que provoca a morte imediata da
Daphnia similis, que é uma espécie de extrema e essencial importancia para a manutencao de
qualquer ecossitema de dgua doce. A Daphnia similis é a base da cadeia alimentar de quase
todos os ecossisistemas de dgua doce, como rios, lagos, represas, etc. A morte dessa espécie
pode afetar toda a cadeia alimentar, provocando a morte e a extin¢do das demais espécies que
compdem todo esse ecossistema.

No mais, os testes com Daphnia similis podem servir de indicativo da qualidade da
agua de uma determinada regido, mostrando indicios se esta agua estd propria ou ndo para 0
consumo humano, e se estd ou ndo contaminada. Conforme observado nos testes, 0s
compostos produzidos pela oxidagdo da PTD e PAF, bem como da reacdo entre ambos sdo
bastante toxicos e pode contaminar corpos d’agua se ndo descartados ou tratados
adequadamente, tornando-a imprépria para o consumo humano e prejudicando toda a biota

aquatica.

5.3. Desenvolvimento da metodologia analitica para a determinacéo de PTD
e PAF em amostras de aguas e rejeitos de saldo de cabeleireiros por
CLAE/DAD e MS/MS

A técnica de CLAE, acoplada a diversos detectores, € um dos métodos mais utilizados
para a analise de corantes e compostos derivados de corantes em diferentes matrizes e
amostras (43-45,124,125,128-130,170). Portanto, para determinar a quantidade de PTD e PAF
em amostras de agua e de efluente de saldo de cabeleireiros foi utilizada a técnica de
CLAE/DAD.

A Figura 63 mostra o cromatograma obtido para os padrées de PTD e PAF, a uma

concentracdo de 50,0 mg L, em fase mdvel composta de tampéo acetato 0,01 mol L? (pH
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5,6):acetonitrila 98:2 (v/v), respectivamente, fluxo de 1,0 mL min, temperatura da coluna de

40,0°C, volume de injecao de 20,0 pL. e comprimento de onda de A =236 nm.

5.0
PAF PTD
t =272 t =3,21
R R
4.0
S
= 3.04
<
2
8  2.01
=
=
£
<
1.0
0.0 T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tempo retencdo (minutos)

Figura 63. Cromatograma obtido por CLAE/DAD para os padrées de PTD e PAF a uma
concentracdo de 50,0 mg L. Fase mdvel tamp&o acetato 0,01 mol L™ (pH 5,6):acetonitrila
98:2 (v/v), respectivamente, fluxo de 1,0 mL min, temperatura da coluna de 40,0 °C, volume

de injecao de 20,0 uL e comprimento de onda de A = 236 nm.

Fonte: Autor.

O cromatograma da Figura 63, mostra a corrida cromatografica obtida por
CLAE/DAD para a determinagéo simultanea da PTD e do PAF. O tempo total de corrida para
0 método desenvolvido foi de dez minutos, sendo que os compostos alvo tem tempos de
retencdo antes dos quatro minutos (Figura 63). O restante do tempo de corrida foi
condicionado para limpeza e condicionamento da coluna para uma nova injecao de amostra.

Para a limpeza da coluna, foi utilizado um tempo que varia de quatro a seis minutos
com 100% de acetonitrila. Para o condicionamento da coluna com a fase movel, tampéo
acetato 0,01 mol L (pH 5,6):acetonitrila 98:2 (v/v), respectivamente, o tempo estipulado foi
de quatro minutos no total, variando de seis até dez minutos.

As condi¢des Gtimas de separacao foram de fase mdvel composta de tampé&o acetato
0,01 mol Lt (pH 5,6):acetonitrila 98:2 (v/v), respectivamente, fluxo de 1,0 mL min®,
temperatura da coluna de 40,0°C, volume de injecdo de 20,0 uL e comprimento de onda de

236 nm. Sob essas condicOes, tanto a PTD quanto o PAF apresentam picos cromatogréaficos
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com boa definicdo e resolucdo, o que contribui para uma boa separagédo dos compostos. A
PTD apresentou um tempo de retencdo (tr) de 3,21 minutos e 0 PAF um tr de 2,72 minutos

(Figura 63). Os demais parametros cromatograficos obtidos estdo mostrados na Tabela 13.

Tabela 13. Parametros cromatogréficos obtidos para a PTD e para o PAF por CLAE/DAD.

Parametro cromatografico PTD PAF
Tempo de retencio (tr) 321 2,12
Tempo de retengéo corrigido (tr") 1,29 0,80
Assimetria (A) 1,05 1,19
Seletividade (o) 0,62 1,61

Numero pratos teoricos (N) 3738,45 3653,53
Altura prato tedrico (H/cm) 0,040 0,041
Resolucdo (Rs) 2,51 2,51

Fonte: Autor.

Uma curva analitica foi obtida para a PTD, e é representada pela equacdo
Area = 53544Cprp) + 494,5 (R? = 0,9990). A curva mostrou-se linear até a concentracio de
500,0 mg L. Limites de deteccio e de quantificagio (obtidos pela relagio de sinal analitico
de 3 vezes e 10 vezes a altura do sinal do ruido, respectivamente) foram de 0,03 e
0,08 mg L, respectivamente. O desvio padrio relativo intra e interdia foram calculados por
repeticBes de trés concentracdes distintas (0,5; 1,0 e 50,0 mg L) dentro da faixa linear da
curva analitica e os devios médios intra e interdia foram de 4,2% e 7,6%, respectivamente.
Uma curva analitica também foi obtida para o PAF, e é representada pela equacao
Area = 61129Cpar) + 234,5 (R? = 0,9994). A curva mostrou-se linear até a concentragio de
300,0 mg L. Limites de deteccdo e de quantificacdo (obtidos pela relagdo de sinal analitico
de 3 vezes e 10 vezes a altura do sinal do ruido, respectivamente) foram de 0,02 e
0,05 mg L%, respectivamente. O desvio padrio relativo intra e interdia, foram calculados por
repeticdes de trés concentracdes distintas (0,5; 1,00 e 50,00 mg L) dentro da faixa linear da
curva analitica e os desvios médios intra e interdia foram de 3,9% e 5,4%, respectivamente.
A recuperacdo do metodo foi avaliada nas amostras de 4gua da estacdo de tratamento
de &gua antes e apos tratamento e, efluente de saldo de cabeleireiros. Para isso, as amostras
foram fortificadas com concentragdes conhecidas de PTD e PAF de 0,5; 1,0 e 50,0 mg L*

para ambos os analitos, dentro da faixa linear da curva analitica para cada analito. As Tabelas
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14 e 15 mostram a recuperacdo média e as recuperacdes obtidas para a PTD e para o PAF,
respectivamente, nas concentragdes estudadas.

Os valores de recuperacao obtidos tanto para a PTD quanto para o PAF mostraram-se
bastante satisfatorios para todas as concentracdes e amostras avaliadas, considerando que as
amostras utilizadas para a aplicacdo do método sdo bastante complexas e passaram por um

despendioso processo de tratamento.

Tabela 14. Valores de recuperagdo obtidos para a PTD nas amostras de &gua e efluente de

saldo de cabeleireiros.

[PTD] [PTD] RecuDeracio Recuperagéo
Amostra adicionada encontrada ('2/) ¢ media
(mg L% (mg L) ) (%)
Agua antes 0,5 0,5 96,0
do 1,0 0,9 97,6 97,2
tratamento 50.0 49,0 08.1
] 05 0,5 96,8
Agua tratada
1,0 1,0 98,4 98,1
50,0 49,5 99,0
Efluente 0,5 0,5 95,3
salac_) d_e 10 0.9 9.6 9.6
cabeleireiros
50,0 48,9 97,9

Fonte: Autor.

Tabela 15. Valores de recuperagdo obtidos para o PAF nas amostras de agua e efluente de

saldo de cabeleireiros.

[PAF] [PAF] Recuperacio Recuperacgédo
Amostra adicionada encontrada (%) média
(mg L?) (mg L) (%)
Agua antes 0,5 0,5 95,7
do 1,0 0,9 96,4 96,6
tratamento 50,0 48,9 97,7
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Agua 0,5 0,5 95,8
tratada 1,0 0,9 97,4 97,1

50,0 49,0 98,0

Efluente 0,5 0,5 95,5
saldo de 1.0 0,9 95,9 96,1

cabeleireiros
50,0 48,5 96,9

Fonte: Autor.

A quantificacdo da PTD e do PAF foram realizadas em todas as amostras pelo método
de adicdo de padréo e em trés diferentes concentracdes, de 0,4; 0,8 e 1,0 mg L para ambos 0s
analitos. A Figura 64 mostra os cromatogramas obtidos para as amostras de agua antes do
tratamento, ap0ds o tratamento e efluente de saldo de cabeleireiros.
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Figura 64. Cromatogramas obtidos por CLAE/DAD para as amostras de agua antes do
tratamento (A), apos o tratamento (B) e efluente de saldo de cabeleireiros (C). Fase mdvel
tamp&o acetato 0,01 mol L (pH 5,6):acetonitrila 98:2 (v/v), respectivamente, fluxo de 1,0
mL mint, temperatura da coluna de 40,0 °C, volume de injecio de 20,0 uL e comprimento de

onda de A =236 nm.

Fonte: Autor.

O cromatograma obtido para amostra de agua da estacdo de tratamento de agua
antes do tratamento, Figura 64A, apresentou tempos de retencdo (tr) para a PTD de
3,19 minutos e para o PAF de 2,72 minutos. A concentracdo de PTD e PAF encontradas para
amostra de agua da estacio de tratamento de agua antes do tratamento foi de 2,48 + 0,10x103
mg L™ e 1,90 + 0,30x10° mg L, respectivamente.

O cromatograma obtido para amostra de 4gua da estacdo de tratamento de dgua ap6s
o0 tratamento, Figura 64B, apresentou tempos de retencédo (tr) para a PTD de 3,20 minutos e
para 0 PAF de 2,76 minutos. A concentracdo de PTD e PAF encontradas para amostra de
agua da estacdo de tratamento de agua apos o tratamento foi de 1,77 + 0,10x10° mg L e
1,30 £ 0,20x10°° mg L%, respectivamente.

O cromatograma obtido para amostra de efluente de saldo de cabeleireiros, Figura
64C, mostraram a presenca de pelo menos sete picos em tr, 1,55, 1,69, 2,16, 2,60, 2,74, 3,15,
5,73, 6,41 e 7,20 minutos, isto indica que, apds o tingimento dos cabelos, muitos outros
compostos sdo descartados no efluente. No mais, o cromatograma obtido apresentou tempos

de retencéo (tr) paraa PTD de 3,20 minutos e para 0 PAF de 2,72 minutos. A concentracdo de
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PTD e PAF encontradas para amostra de efluente de saldo de cabeleireiros foi de 2,10 + 0,20
mg L™ e 2,08 + 0,50 mg L%, respectivamente.

O espectro de massas, full scan, obtido para a amostra de efluente de saldo de
cabeleireiros, Figura 65, indica a presenca de diversos ions com relagdo massa/carga,

correspondentes a aqueles esperados para a oxidagdo da PTD, do PAF e da reacdo entre

ambos.
2 2442
2.6e6 188.2
c
2.0e6 _214.2
(]
1066 21012
2123 84,2
- ~326.3 4534
233, 454 UL (MBLS  STT6 6377 6598 7258 7478 7918

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900
m/z, Da

Figura 65. Espectro de massas full scan obtido para a amostra de efluente de saldo de
cabeleireiros.

Fonte: Autor.

A Figura 66A, mostra a amplificacdo do espectro de massas da amostra de efluente de
saldo de cabeleireiros na faixa de m/z de 100 a 150 Da, onde foi identificado pequenas
quantidades de PTD (m/z 123,1), PAF (m/z 110,1) e do intermediario derivado da
quinonaimina (m/z 108,0).

O espectro ampliado na faixa de m/z de 200 a 250 Da, Figura 66B, mostrou grande
guantidade do Dimero (m/z 217,2). Em pequena quantidade foi identificado a presenca do
Produto 1 (m/z 230,0) (Tabela 7, paginas 138 a 140).

O espectro ampliado na faixa de m/z de 300 a 350 Da, Figura 66C, observou-se 0 pico
do ion de m/z 344,4 referente a quebra do derivado da BB, além de derivados da BB, os ions
m/z 323,2 e 322,3 referentes aos trimeros formados pela oxidagdo do PAF e o ion de m/z
348,2 referente ao Produto 2 (Tabela 7, paginas 138 a 140).

No espectro ampliado na faixa de m/z de 350 a 400 Da, Figura 66D, observou-se 0 ion
m/z 363,1 referente ao Trimero ndo oxidado do derivado da BB.

O espectro ampliado na faixa de m/z de 400 a 450 Da, Figura 66E, mostrou a presenca

do ion m/z 414,0; referente ao tetrdmero (Tabela 6, paginas 119 e 120) formado pela oxidagao
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do PAF. Também foram identificados produtos de m/z de 427,4 e 440,5 referentes aos
Produtos 7 e 6, respectivamente (Tabela 7, paginas 139 a 140).

Por fim, o espectro ampliado na faixa de m/z de 450 a 500 Da, Figura 66F, foi
observado o ion de m/z 453,6 referente ao Produto 5 (Tabela 7, paginas 139 a 140) e o ion m/z

468,2 referente ao Produto 4 (Tabela 7, paginas 139 a 140).
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Figura 66. Espectro de massas obtido para a amostra de efluente de saldo de cabeleireiros.
ampliado na faixa de m/z 100 a 150 Da (A), ampliado na faixa de m/z 150 a 200 Da (B),
ampliado na faixa de m/z 200 a 250 Da (C), ampliado na faixa de m/z 300 a 350 Da (D),
ampliado na faixa de m/z 350 a 400 Da (E) e ampliado na faixa de m/z 450 a 500 Da (F).

Fonte: Autor.

Foi observado que diferentes quantidades de varios produtos oriundos da oxidacdo da
PTD, do PAF e da reacdo entre os dois precursores estdo presentes no efluente de saldo de
cabeleireiros, gerado pelo tingimento de cabelos com tinturas permanentes comerciais. Esses
compostos estdo sendo descartados no esgoto comum diariamente. Portanto, isso exige uma
maior atencdo e cuidado no monitoramento e descarte desse rejeito, uma vez que a pratica de
tingimento dos cabelos é bastante difundida e rotineira nos sal6es de cabeleireiros. Além
disso, esses produtos descartados podem estar contaminando toda a biota aquatica, uma vez
que as estacOes de tratamento de esgoto convencionais ndo conseguem tratar adequadamente

esse tipo de residuo. (43-45)
5.4. Comportamento eletroquimico da PTD e do PAF no GCE

5.4.1. Voltametria ciclica (CV)

Os comportamentos eletroquimicos das solugbes de PTD e de PAF, a uma

concentragdo de 1,0x10* mol L%, foi primeiramente investigados no GCE por CV, em
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solucBes de eletrdlitos suporte de tampdo a 1,0 < pH < 12,0. Os voltamogramas ciclicos

obtidos para a PTD e para o PAF estdo dispostos na Figura 67.
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Figura 67. Voltamogramas ciclicos obtidos em GCE, para 1,0x10* mol L de PTD, a pH:
(A) 1,0, (B) 4,0, (C) 7,0 e (D) 9,0; e para 1,0x10* mol L de PAF a pH: (E) 1,0, (F) 4,0, (G)
7,0 e (H) 9,0. (==) branco (eletrdlito suporte), (==) primeira varredura e (==) segunda

varredura. Velocidade de varredura de v = 50,0 mV s™.

Fonte: Autor.

Os voltamogramas ciclicos obtidos em pH 1,0 para a PTD, Figura 67A, mostraram na
primeira varredura um pico de oxidacao reversivel bem definido Piptp, em Epaiprp = + 0,59
V, seguido na varredura reversa pelo pico de reducdo de Prptp, em Epcrep = + 0,48 V, €
um pico de reducgdo reversivel P2prp do produto de oxidagdo da PTD, em Epczprp = + 0,40
V. Na segunda varredura, a PTD mostrou primeiro um pico de oxidacao reversivel menor
dos produtos de oxidagéo, P2rtp, em Epazprp = + 0,51 V, e um pico de oxidagdo reversivel
da PTD, P1iptp, em Epaipto =+ 0,59 V. Para pH > 3,0, nas Figuras 67B, 67C e 67D, apenas
0 pico de oxidacdo Piprp € 0 pico de reducdo P1prp foram observados.

Os voltamograma ciclicos obtidos para o PAF a pH 1,0, Figura 67E, mostraram na
primeira varredura um pico de oxidacdo reversivel bem definido P1ipar, em Epaipar = + 0,59
V, seguido na varredura reversa pelo pico de reducéo de PAF, P1par, em Epcipar = + 0,48
V. Em pH = 4,0, Figura 67F, o PAF mostrou um pico de oxidagéo reversivel Pipar, NO
Epairar = + 0,56 V, e na varredura reversa o pico de reducgdo, P1par, N0 Epcipar = + 0,56 V,
e um outro pico menor de reducdo do produto de oxidacao irreversivel Popar, em EpCopar =
+ 0,37 V. Para pH > 4,0, Figuras 67G e 67H, apenas o pico de oxidacdo P1 e 0 pico de
reducéo P;- foram observados.

Foi observada também uma pequena diminuicdo das correntes dos picos de oxidacao

P1 da PTD e do PAF nas varreduras sucessivas, sem limpeza da superficie do eletrodo,
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devido a adsorcéo dos produtos de oxidacdo da PTD e do PAF na superficie do GCE. Os
produtos de oxidacdo da PTD e do PAF foram eletroquimicamente ativos apenas em meio
acido.

O efeito da velocidade de varredura, Figuras 68A e 68B, para o pico de oxidacao
reversivel P; foi avaliado, no intervalo de 5,0 — 500,0 mVs?, para a PTD e para o PAF a
1,0x10* mol L*, sempre usando uma superficie limpa no GCE, em tampdo fosfato
0,1 mol Lt a pH 7,0. As correntes de pico de oxidacdo P1 da PTD e do PAF, lp (A) =
2.69x10°n (acn’)Y?A [R].DOY?v2, aumentaram linearmente com v?, indicando que o
processo de oxidacao foi por difusdo (134). Os coeficientes de difusdo da PTD e do PAF, em
tampao fosfato 0,1 mol L™t a pH 7,0, foram calculados e os valores foram Dprp = 1,57x107°
cm? st para PTD e Dpar = 1,03x10° cm? s para o PAF.

A éarea eletroativa aparente do GCE foi determinada, em Ka[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s] a
uma concentragdo de 1,0x10° mol L (D = 7,35x10° cm? s?), diluido em tamp&o fosfato
0,1 mol L%, pH 7,0 e o valor obtido foi de A = 4,23x10° cm?,
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Figura 68. Voltamogramas ciclicos obtidos em GCE, para 1,0x10* mol L™ de PTD (A) e de
PAF (B), a pH 7,0 no intervalo de velocidade de varredura de 5,0 — 500,0 mVs™.

Fonte: Autor.

5.4.2. Voltametria de pulso diferencial (DPV)

Investigou-se a influéncia do pH na oxidacédo e reducdo eletroquimica da PTD e do
PAF a 1,0x10° mol L, no GCE, por DPV, em 3,0 < pH < 12,0, sempre com a superficie do
GCE limpa. Os voltamogramas de pulso diferencial obtidos para a PTD e para o PAF séo

mostrados na Figura 69.
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Figura 69. Voltamogramas de pulso diferencial em 3D, com linha de base corrigida, em
GCE, para 1,0x10®° mol L de PTD: (A) oxidacéo e (B) reducdo e 1,0x10° mol L de PAF:
(C) oxidacdo e (D) reducdo, em diferentes pHs de eletrdlito de suporte. Velocidade de
varredura v=>5,0 mV s. Graficos Eap vs. pH para a PTD (E) e para o PAF (F).

Fonte: Autor.

173



Jodo Carlos de Souza Doutorado em Quimica

Nos voltamogramas de pulso diferencial obtidos para a PTD, Figuras 69A e 69B,
apenas o pico de oxidacdo reversivel P1 ocorreu. O pico de oxidacdo P; da PTD foi
dependente do pH, passando de potenciais mais positivos para potenciais menos positivos
com o aumento do pH, seguindo a relagéo linear, Epipro (V) = 0,53 V - 0,047 (V) pH (Figura
69E) e a largura a meia altura de pico foi de Wipipto = 58,0 mV, proximo ao valor tedrico
para transferéncia de dois elétrons e dois prétons (Figura 69A). (171)

Os voltamogramas de pulso diferencial obtidos para o PAF a 3,0 < pH < 6,0, Figuras
69C e 69D, também apresentaram o pico reversivel do Pipar € tambeém o pico reversivel Popar
do produto de oxidacdo Pipar. NO entanto, para pH > 6,0, apenas o pico de oxidagéo
reversivel P1 do PAF ocorreu. O pico de oxidacao reversivel P1 do PAF foi dependende do pH
para 3,0 < pH < 12,0, passando de potenciais mais positivos para potenciais menos positivos
com o aumento do pH, seguindo a relacéo linear, Epipar (V) = 0,64 V - 0,065 (V) pH (Figura
69F), e a largura a meia altura de pico foi de Wippipar = 63,0 mV, também indicando um
mecanismo de transferéncia de dois elétrons e dois prétons (Figura 69C). (171)

As correntes de pico de oxidacdo da PTD e do PAF ndo mudaram entre as espécies
protonadas e desprotonadas, Figura 69. O potencial P1 do pico de oxidac¢do para a PTD e para
o PAF, grafico Ep: vs. pH, tem inclinacdo de aproximadamente 60,0 mV/unidade de pH,
Figuras 69E e 69F, indicando que em ambos os compostos estdo envolvidos um mecanismo
de oxidacdo eletroquimica de dois prétons e dois elétrons.

O mecanismo de oxidacao da PTD, Esquema 8A, ocorreu nos grupos amina, com dois
prétons e dois elétrons transferidos, e uma estrutura de diimina quinoide é formada. O
mecanismo de oxidacdo do PAF, Esquema 8B, também ocorreu no grupo amina, em uma
transferéncia de dois prétons e dois elétrons, e apdés a oxidacdo, ha uma etapa de reacdo
guimica com a agua leva a formacdo de amonia (NHs) e ao produto final quinona.

Os mecanismos eletroquimicos propostos para a PTD e para o PAF, no GCE, por DPV,
para uma ampla faixa de pH, estdo de acordo com 0s mecanismos propostos na literatura para
a PTD, por CV em eletrodo de malha de platina (152), e para o PAF em eletrodo de platina,

GCE e eletrodo de mercurio, respectivamente. (76,153-155)
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Esquema 8. Mecanismos de oxidacdo eletroquimica propostos para a PTD e para 0 PAF no
GCE.

Fonte: Autor.

5.4.3. Voltametria de onda quadrada (SWV)

Para confirmar a reversibilidade das reacdes de transferéncia de elétrons da PTD e do
PAF, foram realizados experimentos de SWV para medir em uma varredura as correntes de
pico de oxidagdo e reducdo. A SWV apresenta uma velocidade de analise maior, com um
consumo menor das espécies eletroativas, o que diminui a adsorcdo dos produtos de oxidacao
na superficie do eletrodo em comparacdo com a técnica DPV. (171,172)

Experimentos de SWV foram realizados para a PTD e para o PAF, a uma concentracao
de 1,0x10° mol L, em diferentes eletrolitos suporte com diferentes pHs, sempre com a
superficie do GCE limpa. Os voltamogramas de onde quadrada obtidos em tampéo fosfato a
0,1 mol L't apH 7,0 para a PTD e para o PAF s&o mostrados na Figura 70.

Para a PTD, o voltamograma de onda quadrada obtido em tampao fosfato 0,1 mol L™ a
pH 7,0, Figura 70A, mostrou o pico anddico Piptp, em Epiptp = + 0,17 V, e 0 pico catddico
Prprp, €M EPpprp = + 0,20 V, confirmando uma reacdo de oxidacéo reversivel paraa PTD.

Para 0 PAF, o voltamograma de onda quadrada obtido em tampéo fosfato 0,1 mol L™ a
pH 7,0, Figura 70B, mostrou o pico anddico Pipar em EPipar = + 0,16 V e 0 pico catodico
P1par em EP1par = + 0,16 V, confirmando também uma reagédo de oxidacgéo reversivel para o
PAF. Estes resultados estdo de acordo com os resultados obtidos por CV e DPV a pH 7,0
(Figuras 68 e 69).
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Figura 70. Voltamogramas de onda quadrada obtidos em tampao fosfato 0,1 mol L, a pH
7,0, para 1,0x10° mol Lt de PTD (A) e PAF (B) em GCE. Velocidade de varredura ves = 50,0

mV s, I — corrente de pico total, 14— corrente de pico direta e I; — corrente de pico inversa.

Fonte: Autor.

5.5. Determinacao eletroquimica da PTD e do PAF em fluidos bioldgicos

Um método eletroquimico foi desenvolvido, por DPV em GCE, para a determinacao
de PTD e de PAF, em amostras de soro fetal bovino (simulando o plasma sanguineo humano)
e de urina artificial (simulando a urina humana).

Uma curva analitica foi obtida para a PTD, com concentragdes variando de 1,0x107 a
1,010 mol L%, em tamp&o de fosfato 0,1 mol L't a pH 7,0, e é representada pela equagio Ipa
(nA) = 4,55 (NA/uM) [PTD] (uM) — 0,37 (nA) (R? = 0,9996). Limites de deteccdo (LD) e de
guantificacdo (LQ) para a PTD, obtidos pela relacdo (LD = 3std/s) e (LQ = 10std/s),
respectivamente, em que "std" é o desvio padrdo da corrente de pico e "s" é a inclinacdo da
curva de calibragdo, foram de 1,2x107 e 1,7x107" mol L™, respectivamente.

Uma curva analitica também foi obtida, em triplicata, para o0 PAF, com concentra¢Ges
variando de 1,0x107 a 1,0x10® mol L*, em tamp&o de fosfato 0,1 mol Lt a pH 7,0, e é
representada pela equagio lpa (NA) = 1,53 (NA/uM) [PAF] (uM) — 0,05 (nA) (R? = 0,9989).
Limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) para o PAF, obtidos pela relagédo (LD =
3std/s) e (LQ = 10std/s), respectivamente, em que "std" é o desvio padrdo da corrente de pico
e "s" é a inclinacdo da curva de calibragdo, foram de 3,9x107 e 4,6x107 mol L?,

respectivamente. Os voltamogramas de DPV, obtidos para as diferentes concentracdes de
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PTD e de PAF avaliadas, para a construcdo da curva analitica sdo mostrados na Figura 71A e
71B, respectivamente.

A repetibilidade do método foi avaliada, em triplicata, nas concentragdes de 5,0x107
e 8,0x107" mol L de PTD e de PAF. Os desvios padrdes relativos obtidos foram de 2,61%
paraa PTD e 3,58% para o PAF a 5,0x10” mol L™ e 2,95% para a PTD e 3,86% para o PAF a
8,0x107 mol L. Esses resultados indicam que o método eletroquimico desenvolvido foi
repetitivo, e o pré-tratamento (limpeza e polimento) causou apenas pequenas alteracdes na

area da superficie do GCE, com pequenas variacdes nas correntes de pico medidas.
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Figura 71. Voltamogramas de pulso diferencial, com linha de base corrigida, obtidos em
GCE, tampéo de fosfato 0,1 mol L™ a pH 7,0, nas concentragdes de 0,1, 0,2, 0,4, 0,5, 0,6, 0,8
e 1,0 x 10% mol L de PTD (A) e para o PAF (B). Voltamograma de pulso diferencial obtidos
para as amostras de soro fetal bovino (==) e de urina artificial (==). Velocidade de varredura
y=50mV s,

Fonte: Autor.

Na literatura outras metodologias foram relatadas para a determinacdo de PTD e PAF
em diferentes matrizes. A Tabela 16 fornece uma comparacdo dos valores das figuras de
mérito do método proposto com os valores de outras metodologias relatadas na literatura.

O metodo proposto possui um LD menor em comparagdo ao método de CG (138),
uma faixa linear limitada em comparacdo ao método CLAE/DAD (44) para a PTD e LD
menor em comparacdo aos meétodos de CLAE/DE (129) e GCE-GQ (132). Para PAF, o
método proposto possui uma faixa linear menor do que outros métodos relatados na literatura
(129,132,139). No entanto, o método proposto é extremamente simples e permite uma

determinacdo mais rapida, mais barata, menos gastos com solventes e reagentes, menor
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geragdo de residuos, e praticamente nenhuma preparacdo de amostra em comparagdo com
outros métodos relatados na literatura.

Tabela 16. Comparagdo entre as figuras de mérito do método proposto, com o de outros
métodos relatados na literatura, para a determinagdo de PTD e PAF.

Faixa linear LD LQ

Analito Técnica (mol L) (mol LY (mol LY Referéncia
PTD  °CLAE/DAD  2/46x107-4,09x10°  2,46x107 6,55x10" (44)
bCG - 4,1x10® - (138)
‘DPV/GCE 1,0x107 - 1,0x10® 1,2x107 1,7x107 M.P.
PAF ICLAE/DE 2,75x107 —2,75x10*  1,38x10°® - (129)
*GCE-GQ 2,0x107 - 5,5x10° 5,7x10°® - (132)
‘EC/DA 1,0x10° - 1,0x10° 1,4x10°  4,7x10° (139)

IDPV/GCE 1,0x107 — 1,0x10°® 3,9x107  4,6x107 M.P.

2CLAE/DAD: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Deteccdo por Arranjo de Diodos;
®CG: Cromatografia Gasosa;
°DPV/GCE: Voltametria de Pulso Diferencial/Eletrodo de Carbono Vitreo,
dCLAE/DE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detec¢do Eletroquimica;
®GCE-GQ: Eletrodo de Carbono Vitreo modificado com filme de composito de Grafeno e Quitosana;
fEC/DA: Eletroforese Capilar com Detecgido Amperométrica;
M.P.: Método Proposto.
Fonte: Autor.

O metodo eletroanalitico proposto foi aplicado para a quantificacdo de PTD e PAF
em amostras de fluidos bioldgicos de soro fetal bovino e de urina artificial, pelo método de
adicéo/recuperacao, utilizando DPV em GCE.

As amostras de soro fetal bovino e de urina artificial foram fortificadas com
1,0x10° mol L de PTD e PAF, e diluidas diretamente na célula eletroquimica, até uma
concentragdo final de 6,0x107 mol L. Os voltamogramas de pulso diferencial foram
registrados, em tampao fosfato 0,1 mol L a pH 7,0, medindo a corrente P1 do pico de

oxidagdo da PTD e do PAF. O efeito da matriz foi avaliado por adi¢do/recuperacgéo, e as
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amostras de soro fetal bovino e de urina artificial ndo apresentaram interferéncias
significativas. Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os resultados sdo mostrados
na Tabela 17.

Tabela 17. Determinacdo de PTD e de PAF nas amostras de fluidos bioldgicos de soro fetal

bovino e de urina artificial.

Soro fetal bovino PTD PAF

Adicionado (10" mol L) 6,0 6,0
Encontrado (10" mol L) 59+0,1 58+0,2

Recuperacao (%) 98,3 96,7
Urina artificial PTD PAF
Adicionado (10" mol L) 6,0 6,0

Encontrado (10" mol L?) 6,2+0,1 59+0,3
Recuperacéo (%) 103,3 98,3

*n=3.
Fonte: Autor.

As concentracOes obtidas estavam de acordo com as concentra¢des adicionadas, com
uma boa recuperacdo (Tabela 17). Diante dos resultados obtidos, a metodologia proposta é
uma alternativa confiavel para a determinacdo de PTD e PAF em fluidos bioldgicos.

5.6. Comportamento de oxidacdo eletroquimica da queratina humana

adsorvida no GCE (biossensor eletroquimico de queratina)

Eletrodos de ouro e platina formam Oxidos de seus respectivos metais na regido de
potencial em torno de E = + 0,80 V. Nessas regides, alguns aminoacidos eletroativos
apresentam picos de oxidacdo. Portanto, os picos de oxidacdo obtidos pela formacgédo de
Oxidos metalicos, por exemplo, dos eletrodos de ouro e platina, podem interferir nos estudos
de proteinas, tornando impraticavel o uso desses eletrodos (54). O GCE, por sua vez,
apresenta vérias vantagens, como: permitir uma grande janela de varredura em direcdo a
potenciais mais positivos, permitir uma forte adsorcéo de proteinas em sua superficie sem a

necessidade de ligacdo covalente, e permitir uma deteccdo sensivel de todos os residuos de
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aminoacidos eletroativos (54). Portanto, uma vez que ndo forma 6xidos na regido potencial
de oxidacdo dos aminodcidos, como os eletrodos de ouro e platina, 0 GCE foi escolhido
como eletrodo de trabalho, para a realizacdo dos estudos de oxidacdo eletroquimica da
queratina de cabelo humano.

A oxidacdo eletroquimica do filme multicamadas espesso de queratina capilar
humana, adsorvida na superficie do GCE, foi investigada por DPV, em eletrdlito suporte de
tampéo fosfato 0,1 mol L a pH 8,0. A Figura 72 apresenta o voltamograma de pulso
diferencial obtido para a oxidacdo do filme multicamadas espesso de queratina humana

adsorvido na superficie do GCE.

‘ P2

14.0 4 Cis+Met

0.0 0.3 0.6 0.9 1.2 15
E/V vs. Ag/AgCI

Figura 72. Voltamograma de pulso diferencial obtido, com linha de base corrigida, para o
filme multicamadas espesso de queratina humana nativa adsorvida no GCE, em tampéo

fosfato 0,1 mol L™ a pH 8,0. Velocidade de varredurav=5,0 mV s,

Fonte: Autor.

O voltamograma de pulso diferencial obtido, com a linha de base corrigida, para o
filme multicamadas espessa de queratina humana nativa adsorvida no GCE, em tampao
fosfato 0,1 mol Lt a pH 8,0, Figura 72, mostrou dois picos de oxidacdo, devido aos residuos
de aminoécidos cisteina (Cis), primeiro pico de oxidacdo, Plcis, no EP1 = + 0,53 V (56) e
segundo pico de oxidagao, P2cis + met, N0 EP2 = + 1,28 V, devido a oxidacdo dos residuos de

aminoacidos cisteina (Cis) e metionina (Met). (56,57,173)
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Foi avaliada também a influéncia do pH na oxidacdo eletroquimica da queratina
humana nativa, por DPV, em solugdes de tampao a 0,1 mol L™t em uma ampla faixa de pH,
variando de 1,0 < pH < 12,0. A Figura 73A apresenta os voltamogramas de pulso
diferencial, em 3D, com linha de base corrigida, obtidos para a oxidacdo do filme
multicamadas espesso de queratina humana adsorvido, na superficie do GCE em diferentes
pHs de eletrdlitos suporte. A Figura 73B mostra o gréfico de potencial de pico de oxidacdo

do filme espesso de multicamadas de queratina capilar humana adsorvido no GCE.
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Figura 73. (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos, em 3D, com linha de base
corrigida, para o filme multicamadas espesso de queratina capilar humama adsorvida no
GCE, em diferentes pHs de eletrélitos suporte. (B) Gréafico de potencial de pico de oxidacéao
do filme espesso de multicamadas de queratina capilar humana adsorvido no GCE (A)
Eplcis e (M) Ep2cis + met € de corrente de pico (A) Iplcis € (M) 1p2cis + met VS. pH. Velocidade

de varredurav=>5,0mV s?.

Fonte: Autor.

Nos eletrolitos com pH variando de 3,0 < pH < 9,0, Figura 73A, foram observados
dois picos de oxidacdo de residuos de aminoacidos. O primeiro pico, Plcis, atribuido ao
primeiro pico de oxidacdo de cisteina (56,57), e 0 segundo pico, P2cis + met, @0 terceiro pico
de oxidacdo da cisteina e ao segundo pico de oxidacdo da metionina (56,57,173). Ambos 0s
picos, Plcis € P2cis + met, foram deslocados para potenciais mais negativos com o aumento do
pH.
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Nos eletrdlitos com o pH < 2,0 e pH > 9,0, ndo foram observados 0s mesmos picos
de oxidacdo, devido a desnaturacdo dréstica da queratina promovida por meios muito &cidos
e muito basicos.

O pico Plcis apresentou dependéncia linear com o pH de 55 mV/pH (proximo a
59,0 mV/pH), em 3,0 < pH < 9,0, a largura de pico a meia altura foi de Wuzpicis = 97,0 mV,
Figura 73B, o0 que correspondente a um processo de oxidagdo eletroquimica envolvendo o
mesmo numero de prétons e elétrons, de acordo com o mecanismo de oxidacdo da cisteina.
(56)

O segundo pico, P2cis + met, tem a contribuicdo no processo de oxidacdo de dois
residuos de aminoacidos (cisteina e metionina). Foi obtida uma dependéncia linear com pH
de 22 mV/pH, para 3,0 < pH < 9,0, e uma largura de pico a meia altura de Wu2pacis + Met =
115,0 mV (Figura 73B).

Os voltamogramas de pulso diferencial da queratina humana nativa, Figura 73A,
apresentaram correntes de pico baixas. Isso s&o evidéncias da maior dificuldade dos
processos de transferéncia de elétrons entre a estrutura morfolégica 3D da queratina

composta por uma sequéncia de trés hélices (Figura 74) e a superficie do GCE.
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Figura 74. Estrutura 3D da queratina humana recombinante 36 (ab160141).
Fonte: Imagem adaptada de SOUZA, J. C.; MACHINI, W. B. S.; ZANONI, M. V. B.; BRETT, A. M. O.

Human hair keratin direct electrochemistry and in situ interaction with p-toluenediamine and p-aminophenol

hair dye precursors using a keratin electrochemical biosensor. ChemElectroChem, v. 7, p. 1277-1285, 2020.

O maior valor das correntes de pico estavam no tampéo fosfato 0,1 mol L a pH
7,0, Figuras 73A e 73B, devido a regido hidrofobica da molécula de queratina aumentar a
adsorcdo na superficie do GCE, de modo que os residuos de aminoacidos eletroativos
estavam mais acessiveis para serem oxidados na superficie do GCE, Plcis em
EP1=+0,60VeoPZcis+meeemEP2=+130 V.

No entanto, embora as correntes de pico de oxidacdo da queratina humana nativa

tenham sido mais altas em pH 7,0, as demais experiéncias foram realizadas em tampao
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fosfato 0,1 mol L™ a pH 8,0, a fim de simular o processo de tingimento de cabelo que ocorre
em 8,0 <pH < 10,0.

5.7. Estudo eletroquimico da queratina humana desnaturada adsorvida no
GCE

A queratina do cabelo humano, Figura 74, apresenta um formato helicoidal, de
aproximadamente 20 angstrons de diametro (8,13,46), e é composta por aproximadamente 20
tipos diferentes de aminodacidos (53,174,175), nos quais apenas 5 sdo eletroativos (53,54,55):
cisteina (53,56,57), tirosina (53,58,61), histidina (53,59,62), triptofano (53,59,60,63) e
metionina (53,56,57). Os cinco aminoacidos eletroativos estdo distribuidos nas cadeias de
queratina do cabelo humano na seguinte proporcdo: 17 cisteinas, 11 tirosinas, 6 metioninas, 5
histidinas e 3 triptofanos. (53)

As interacGes entre as proteinas e o eletrodo sdo diretamente influenciadas pelas
propriedades da superficie do eletrodo e pelas propriedades das proteinas. A orientacdo da
proteina é a propriedade de maior importancia, uma vez que 0s aminoacidos eletroativos
presentes nas proteinas estdo geralmente enterrados no interior da estrutura da proteina e de
certa forma se tornam indisponiveis. Esta falta de disponibilidade dos aminoacidos faz com
que o processo de transferéncia de elétrons seja dificultado (53,54). Assim, considerando que
a superficie do GCE é hidrofobica, as interacdes com os residuos de aminoacidos presentes
nas regides hidrofobicas sdo mais favorecidas. (53,54)

Na estrutura morfoldgica 3D da queratina do cabelo humano, Figura 75, composta por
uma sequéncia de trés a-hélices, os residuos de aminodcidos sdo organizados levando em
consideracdo sua polaridade/hidrofobicidade. A escala de hidropatia de Kyte-Doolittle
(176,177) pode ser usada para avaliar a hidrofobicidade e/ou a polaridade dos residuos de
aminoacidos da queratina do cabelo humano. De acordo com a Figura 75, a queratina humana
recombinante 36 tem um carater hidrofilico maior, com algumas sequéncias hidrofébicas
intercaladas. A maioria dos &cidos residuais dos aminoacidos esta nas regides hidrofilicas e
ndo é capaz de interagir facilmente com a superficie hidrofébica do GCE, dificultando a

oxidacéo dos residuos dos aminoacidos da queratina.
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Figura 75. Grafico de hidropaticidade da sequéncia da cadeia de aminoacidos da proteina
queratina humana recombinante 36. Aminoacidos eletroativos: cisteina (amarelo), tirosina

(vermelho), triptofano (verde), histidina (roxo) e metionina (azul).

Fonte: Autor.

Portanto, devido a sua estrutura helicoidal e, dependendo de como é ancorado a
superficie do GCE, € possivel que alguns residuos de aminoacidos da queratina ndo atinjam a
superficie do GCE, causando prejuizo no processo de transferéncia de elétrons nessas regides.
Comportamento proteico semelhante j& foi observado em outros estudos com diferentes tipos
de proteinas. (54,178-180)

O processo de desnaturacdo pode causar algumas alteracGes morfoldgicas na estrutura
da proteina, fazendo com que ela se desdobre uma por¢cdo maior da estrutura, aumentando
substancialmente o contato com a superficie do eletrodo, facilitando a oxidacao de residuos de
aminoacidos eletroativos, fornecendo sinal aumentado e melhorando a deteccdo
eletroquimica. (53)

Os agentes desnaturantes comumente usados, principalmente em procedimentos
eletroforéticos, sdo a uréia, SDS e TCEP, que causam desestabilizacdo, desnaturacdo e
desenvolvimento de estruturas proteicas. (149)

Os agentes desnaturantes utilizados neste trabalho, uréia e SDS, nédo sdo eletroativos.
No entanto, o desnaturante TCEP mostra um pico de oxidacdo em ETCEP = + 0,91 V, em
tampao fosfato 0,1 mol L a pH 8,0 no GCE (181). Para identificar e diferenciar os novos
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picos de oxidacdo formados apds a desnaturacdo da queratina, voltamogramas de pulso
diferencial de controle foram realizados nas mesmas condigdes experimentais, como descrito
anteriormente na Secio 4.10, usando GCE sem modificacdo, em 6,0 mol L™ de uréia, 33,3
mmol L* de SDS e 10,0 mmol L de TCEP, em tampé&o fosfato 0,1 mol L™ a pH 8,0.

Para investigar o comportamento da oxidacdo eletroquimica da queratina humana
desnaturada, um filme multicamada espesso de queratina foi imobilizado no GCE, conforme
descrito na Secdo 4.9. Para cada experimento, sempre foi preparado um novo filme
multicamadas espessas de queratina adsorvidas no GCE, que foi incubado em 6,0 mol L™ de
uréia, SDS 33,0 mmol Lt ou TCEP 10,0 mmol L, em tampao fosfato 0,1 mol L™ a pH 8,0,
durante diferentes periodos de tempo: 30, 60, 90 e 120 minutos. Posteriormente, cada filme de
multicamadas espessas de queratina desnaturada adsorvida no GCE foi retirado, lavado com
agua ultrapura para remover o excesso de desnaturante e, em seguida, os voltamogramas de
pulso diferencial foram registrados e sdo mostrados na Figura 76.

Os voltamogramas de pulso diferencial do filme de multicamadas espessa de queratina
desnaturada adsorvida no GCE, ap6s a incubacdo em uréia, SDS e TCEP, Figura 75A, 75B e
75C, respectivamente, apresentaram os dois picos de oxidacdo anteriores. O primeiro pico de
oxidacdo dos residuos de aminoacidos cisteina, Plcis, em EP1 = + 0,55 V (56,57), e o terceiro
pico de oxidacdo da cisteina e segundo pico de oxidacdo da metionina, P2cis + met, em EP2 = +
1,28 V (56,57,173). Ambas as correntes de pico de oxidagdo tiveram um aumento progressivo

com o tempo de incubacao.
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Figura 76. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos, com linha de base corrigida, para o
filme de multicamadas espesso de queratina humana adsorvido no GCE, em tampéo fosfato
0,1 mol L't a pH 8,0: (=) biossensor eletroquimico de queratina nativa e (==) desnaturada
em: (A) 6,0 mol L de uréia, (B) SDS 33,3 mmol L?, (C) TCEP 10,0 mmol L*, durante
diferentes periodos de tempo de 30, 60, 90 e 120 minutos. Velocidade de varredura de
50mV st

Fonte: Autor.

Todos os trés agentes desnaturantes e redutores, uréia, SDS e TCEP, promoveram o
desdobramento da estrutura morfoldgica 3D da queratina humana, causando um aumento nas
correntes de pico de oxidacdo dos residuos de aminoacidos cisteina e metionina, durante o
tempo de incubacdo, devido ao desdobramento da queratina, desabilitando o aminoécido e
melhorando o acesso a superficie do GCE.

5.8. Estudo eletroquimico da interacdo da queratina capilar humana com

PTD e PAF no biossensor eletroquimico de queratina

O biossensor eletroguimico de queratina foi utilizado para avaliar, in situ e em tempo
real, as alteracGes ocorridas na queratina do cabelo humano imobilizada na superficie do
GCE, apo0s a interacdo dos precursores de tintura capilar PTD e PAF, pelas alteraces na
oxidacgéo da queratina, nas correntes de pico e do aparecimento de novos picos de oxidacao de
residuos de aminoéacidos. Os resultados foram registrados usando o biossensor eletroquimico

de queratina apos diferentes tempos de incubagdo e comparados com os resultados obtidos,
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nas mesmas condigdes experimentais, usando um controle do biossensor eletroquimico de
queratina.

Em relacdo a eletroquimica do agente precursor, a PTD é oxidada reversivelmente, em
Eoxerp = + 0,08 V, e reduzido em Erederp = + 0,16 V. O PAF também ¢é oxidado
reversivelmente, em Eoxpar = + 0,07 V, e reduzido em Eredpar = + 0,16 V, em pH 8,0 no
GCE, conforme visto anteriormente.

O biossensor eletroquimico de queratina, preparado de acordo com o procedimento
descrito na Sec¢édo 4.9, em simulacdo ao cabelo humano, foi usado para avaliar a interacdo da
queratina humana com os precursores de corantes capilares PTD, PAF e os dois juntos,
conforme mencionado na Segdo 4.11.

Foram obtidos voltamogramas de pulso diferencial do biossensor eletroquimico da
queratina antes e ap0s a interagdo com cada precursor do corante capilar, por diferentes
periodos de incubagéo, em tampdo fosfato 0,1 mol L™ a pH 8,0. Os voltamogramas de pulso
diferencial da queratina incubada com o precursor PTD estdo mostrados na Figura 77A, com
o0 precursor PAF na Figura 77B, e para a PTD junto com o PAF na Figura 77C.

Os DPVs eletroquimicos de controle de queratina, Figura 77 (==), apresentaram como
esperado, dois picos de oxidagdo correspondentes ao primeiro pico de oxidagdo, Plcis, em
EP1 =+ 0,53 V, referente aos residuos de aminoacidos cisteina e o segundo pico, P2cis + met,
em EP2 = + 1,28 V, referentes ao terceiro pico de oxidagdo da cisteina e ao segundo pico de

oxidacdo dos residuos de aminoacidos metionina. (56,57,173)
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Figura 77. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos, com linha de base corrigida, para o
filme de multicamadas espesso de queratina humana adsorvido no GCE, em tampéo fosfato
0,1 mol L a pH 8,0: (=) biossensor eletroquimico de queratina nativa e (==) incubada em:
(A) PTD 2,0x107 mol L%, (B) PAF 2,0x107 mol L%, (C) PTD e PAF (1:1) 2,0x10”7 mol L,
durante diferentes periodos de tempo de 30, 60, 90 e 120 minutos. Velocidade de varredura de
50mV st

Fonte: Autor.

O voltamograma de pulso diferencial obtidos para o biossensor eletroquimico de
queratina, ap6s 30 minutos de incubacdo com o precursor PTD, Figura 77A, mostrou um
aumento de ambos os picos de oxidacéo, Plcis, em EP1 = + 0,53 V, e P2¢is + met, eMm EP2 = +
1,28 V. Por periodos mais longos de incubacdo a corrente do P2cis + met CONtinuou a aumentar.
Também foi observado um novo pico de oxidacdo, em EPTD = + 0,44 V, sem alteracdes no
pico de corrente, Figura 77A. Este é o pico de oxidacdo do produto da degradacdo quimica
espontanea em solugdo do PTD com o tempo. (66)

O voltamograma de pulso diferencial obtido para o biossensor eletroquimico de
queratina, apos 30 minutos de incubacdo com o precursor PAF, Figura 77B, mostrou um
aumento da corrente de pico do primeiro pico de oxidacdo, Plcis + Tir, em EP1 = + 0,53 V,
atribuido a oxidacéo dos residuos de aminoacidos cisteina e tirosina (58). Além disso, no pico
P2cis + met, em EP2 = +1,28 V, foi observado um aumento da corrente de pico. Um novo
terceiro pico, P3cis, em EP3 = + 0,85 V, atribuido ao segundo pico de oxidagdo dos residuos
de aminoéacidos cisteina (56,57), foi observado. Para tempos de incubac¢do mais longos, 60, 90

e 120 minutos, ocorreu um aumento progressivo das trés correntes de pico de oxidagéo.
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O voltamograma de pulso diferencial obtido para o biossensor eletroquimico de
queratina, apds 30 minutos de incubagdo em ambos os precursores, PTD e PAF, Figura 77C,
mostrou uma combinacédo dos efeitos da PTD e do PAF individualmente, Figura 77A e 77B.
Um aumento e ampliacéo das correntes de pico de oxidacdo do primeiro Picis + Tir, em EP1 = +
0,53 V, e 0 segundo pico P2c¢is + met, em EP2 = + 1,28 V, além da aparéncia dos dois novos
picos de oxidacdo, o primeiro correspondente ao produto de degradacéo quimica da PTD com
o tempo em solucéo (66), em EPTD =+ 0,44 V, e 0 segundo ao pico de oxidac¢do dos residuos
de aminoacidos cisteina (56,57), P3cis, em EP3 =+ 0,85 V.

Como os picos de oxidagdo da PTD e do PAF estdo em torno de E = 0,1 V, o0s picos de
oxidacdo observados ap6s a incubacdo do biossensor eletroquimico de queratina com 0s
precursores de corante capilar PTD e PAF estdo relacionados apenas a alteracGes na
conformacdo morfologica estrutural 3D da queratina (Figura 74) promovida pela interacdo
COM esses agentes precursores.

As alteragfes na morfologia da queratina 3D foram ainda mais significativas ao
interagir com os agentes precursores PTD e PAF, principalmente com a PAF, do que com 0s
agentes desnaturantes e redutores uréia, SDS e TCEP, pois, além do aumento da corrente de
pico de oxidagdo da queratina, a interagdo com a PTD e o PAF causou a ocorréncia de novos
picos de oxidag&o.

A interacdo da PTD e do PAF com a queratina tornou os residuos de aminoacidos
mais internos mais disponiveis para oxidacdo na superficie do GCE, e os residuos de
aminoacidos cisteina e tirosina na interface hidrofilica/hidrofébica (Figura 75) mais
disponiveis para serem oxidados.

A interacdo dos precursores de corantes capilares com a queratina causaram o0
desdobramento da estrutura morfoldgica 3D da queratina, composta por uma sequéncia de trés
a-hélices, com a estrutura superficial do GCE, promovida pela alta reatividade dos
precursores de corantes capilares PTD e PAF, que também causaram perturbacdes de ligac6es
dissulfeto de queratina, impedindo a formagdo de ligacbes intramoleculares e
intermoleculares, principalmente entre os residuos de aminoacidos cisteina.

As alteragdes morfoldgicas da estrutura 3D da queratina do cabelo humano afetam as
propriedades fisicas dos cabelos, como resisténcia, tornando o cabelo mais quebradico e
menos brilhante. No mais, os agentes precursores induzem danos irreversiveis a estrutura da

queratina.
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5.9. Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS)

A EIS ¢ aplicada com sucesso para caracterizar superficies contendo elementos de
reconhecimento biologico (54,180,182,183), bem como para investigar sua interacdo com
outros compostos (180,184,185). Dessa forma, foram realizadas experiéncias de EIS, para
corroborar e esclarecer a interacdo dos precursores de corantes capilares com a queratina,
utilizando o biossensor eletroquimico de queratina.

Os planos complexos de EIS obtidos, Figura 78, tracam a superficie do GCE sem
modificacdo, modificado com queratina antes e ap0s a interagdo com 0s precursores de
tinturas capilares, em diferentes periodos de tempo, em tampao fosfato 0,1 mol L a pH 8,0,
contendo 5,0 mmol L [Fe(CN)s]*/[ Fe(CN)s]*, em Eap = + 0,25 V. Um circuito elétrico
equivalente do tipo Randles foi usado para ajustar cada espectro EIS. As alteracbes nos
didmetros do semicirculo nas parcelas de Nyquist, que sdo relacionadas a resisténcia e a
transferéncia de carga (Rct) (186), foram investigadas, e sdo mostradas na Tabela 18.

O gréfico de EIS do plano complexo para o GCE sem modificacdo, Figura 785,
mostrou um semicirculo em altas frequéncias, como esperado, relacionado a reacdo de
transferéncia de carga, e em baixas frequéncias uma linha reta, relacionada ao processo de
oxidacdo limitada por difusdo. Para o biossensor eletroquimico de queratina, Figura 78
(violeta), um espectro com semicirculo de maior didmetro e consequentemente maior Rct foi
observado, devido a imobilizacdo de moléculas de queratina na superficie do GCE, o que

dificulta a transferéncia de elétrons entre a sonda redox e a superficie do GCE.
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Figura 78. Espectros de impedancia de plano complexo, em tampéao fosfato 0,1 mol L™ a pH
8,0, em Ka[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s] a 5,0 mmol L, no potencial do ponto médio aplicado, Eap
= + 0,25 V: Controle GCE (), controle do biossensor eletroquimico de queratina antes
(violeta) e apds a interacdo com precursores de tinturas de cabelos: (A) PTD, (B) PAF e (C)
PTD + PAF, durante diferentes tempos de incubacdo: 30 (verde), 60 (azul) e 120 minutos

(vermelho). Circuitos elétricos equivalentes (al), (b1) e (cl).

Fonte: Autor.

Tabela 18. Pardmetros de Randles obtidos para [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]*, do plano complexo
da EIS, em GCE sem modificacdo, no biossensor eletroquimico de queratina antes e apos a
interacdo com precursores de corantes capilares PTD, PAF e PTD + PAF, durante diferentes

periodos de tempo.

- . . Ret
Superficie do Eletrodo Tempo de Incubacéo (min) (kQ em?)
GCE Controle 125+4,9
Biossensor ele_troqwmlco Controle 139.4 + 3.9
queratina
Biossensor eletroquimico 30 84,8+1,6
PTD-Queratina
60 54,927
120 37,6 +2,0
Biossensor eletroquimico 30 93451

PAF-Queratina
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60 86,8+ 2,6

120 54,9+27

Biossensor eletroquimico 30 93451
PTD-PAF-Queratina

60 68,315

120 36,4+1,1

Fonte: Autor.

O gréfico de EIS do plano complexo obtido apds 30 minutos de incubagdo do
biossensor eletroquimico de queratina com 2,0x107 mol L™ de PTD, Figura 78A (verde),
mostrou uma diminuicdo no didmetro do semicirculo, resultando em uma diminui¢do do valor
de Rct, em comparacdo com a queratina controle biossensor eletroquimico, explicado pelo
desdobramento da estrutura morfoldgica da queratina 3D, devido a interagdo com o precursor
de corante capilar PTD, facilitando a reacdo de transferéncia de carga. Ap6s 60 minutos,
Figura 78A (azul) e 120 minutos, Figura 78A (vermelho), de incubacdo, foi observada uma
diminuicdo progressiva dos valores de Rct nos espectros de EIS do plano complexo,
confirmando o crescente desdobramento da estrutura 3D da proteina quando em contato com
0 agente precursor.

Da mesma forma, a interagdo PAF-queratina, usando o biossensor eletroquimico de
queratina, Figura 78B, mostrou uma diminuicdo continua dos diametros do semicirculo e dos
valores de Rct, dependendo do periodo de incubacdo, sugerindo que o PAF promoveu uma
alteracdo conformacional na estrutura 3D da queratina, facilitando a reacdo de transferéncia
de carga.

A interacdo dos precursores de corantes capilares PTD-PAF-queratina, usando o
biossensor eletroquimico de queratina, também foi investigada (Figura 78C). Como esperado,
0s precursores de tinturas capilares causaram uma forte alteragdo morfologica da queratina
adsorvida na superficie do GCE, o que estd relacionado ao seu desdobramento, conforme
observado pela diminuicdo dos didmetros do semicirculo nos planos complexo dos espectros
de EIS e pela diminuicdo dos valores de Rct.

A interacdo de ambos os precursores, PTD e PAF, com a queratina ndo causou grandes
alteracdes quando comparada aos resultados obtidos para a interacdo com cada agente
precursor e a queratina separadamente. Além disso, sugere-se que, analisando os valores de

Rct, a PTD mostrou maior influéncia nas alteragdes conformacionais da queratina, uma vez
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que os resultados obtidos para a interagdo com os dois agentes precursores estdo mais
relacionados & interagdo com a PTD. Finalmente, os resultados obtidos com o biossensor

eletroquimico de queratina pela EIS corroboram com os dados obtidos pela DPV.

5.10. Funcionalizacdo das NPM de grupos &cido carboxilicos com L-cisteina

As NPM foram adquiridas ja funcionalizadas com grupos 4acido carboxilico.
Posteriormente, foram funcionalizadas com L-cisteina de acordo com o procedimento
descrito na Secdo 4.1.4. A Figura 79 mostra a diferenca na coloragdo entre as NPM de ferro
funcionalizadas com grupos acido carboxilico (A) e as NPM de ferro funcionalizadas com

grupos acido carboxilico e L-cisteina (B).

Figura 79. NPM de ferro funcionalizadas com grupos acido carboxilico (A) e NPM de ferro

funcionalizadas com grupos acido carboxilico e L-cisteina (B).

Fonte: Autor.

Ap6s a funcionalizacdo das NPM de ferro, funcionalizadas com grupos &cido
carboxilico, com L-cisteina, observou-se uma mudanca de coloragdo do castanho claro para
um coloragdo castanho escuro (Figura 79). A mudanca de coloracdo é um primeiro indicio de
que o processo de funcionalizacdo das NPM com a L-cisteina ocorreu com relativo sucesso.
No entanto, ainda ndo se pode afirmar com certeza se essa funcionalizagdo ocorreu, portanto,
serdo necessarias mais analises a fim de caracetizar as NPM, e avaliar se de fato a

funcionalizagdo ocorreu.

5.11. Caracterizacdo das NPM-AC-LC

A fim de caracterizar as NPM-AC-LC e avaliar se a funcionalizacdo com L-cisteina

ocorreu, foram realizadas analises de espectrometria de IR, por meio de reflexdo atenuada
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(ATR). A comprovacdo do sucesso da funcionalizacdo das nanoparticulas magnéticas com L-
cisteina foi realizada comparando-se os espectros de IR, obtidos das NPM-AC-LC, com
espectros de IR obtidos para as NPM-AC. A Figura 80 mostra os espectros de IR obtidos para
a NPM-AC (linha preta) e para as NPM-AC-LC (linha vermelha).
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Figura 80. Espectro de IR obtido para NPM-AC (linha preta) e para as NMP-AC-LC (linha

vermelha).

Fonte: Autor.

No espectro de IR obtido para as NPM-AC (linha preta, Figura 80) é possivel
observar uma banda, caracteristica de estiramento Fe-O, em aproximadamente 563 cm™, uma
vez que as NPM de ferro sdo compostas de FesOs. Esta banda deveria ser em
aproximadamente 590 cm™, mas aparece um pouco deslocada. Esse deslocamento é
caracteristico de NPM de ferro que sofreram funcionalizacdo, e € um forte indicativo de que
essas NPM foram de fato funcionalizadas em sua superficie (150,161). Pode-se observar
também uma banda de estiramento O-H, muito longa, no intervalo de 3098 a 3603 cm?, e
outra banda caracteristica de estiramento O-H fora do plano no intervalo de 1059 a 1117 cm*
(151). Observou-se uma banda, caracteristica de estiramento C-O, de intensidade média,
proximo a 1345 cm™ (151), e outra banda, caracteristica de estiramento C=0O de &cido
carboxilico, em 1521 cm® (150,151,187,188,189). Por fim sdo observadas bandas
caracteristicas de estiramento CH>, simétrico e assimétrico, em aproximadamente 2841, 2880

e em 2910 e 2941 cm, respectivamente (150,151,188,189). No entanto, ndo é possivel
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visualizar a banda caracteristica de estiramento C-H, pois essa é coberta pela banda de
estiramento O-H. (151)

Para o espectro de IR obtido para as NPM-AC-LC (linha vermelha, Figura 80) é
possivel observar uma banda caracteristica de estiramento Fe-O em 538 cm™ (151,187),
semelhante as NPM funcionalizadas somente com grupos acido carboxilico. Essa banda
também sofreu um deslocamento, indicando que as NPM foram modificadas em sua
superficie. Portanto, mais uma evidéncia de que a funcionalizacdo com L-cisteina ocorreu
(150). Nota-se uma banda, caracteristica de estiramento N-H de amidas, fora do plano em 583
cm™ (151). Porém, ndo ha a possibilidade de identificar a outra banda caracteristica do
estiramento N-H de amidas em 3300 cm™, pois essa banda estd encoberta pela banda de
estiramento O-H. No entanto, € possivel identificar o dobramento caracteristico do
estiramento da banda N-H em 1581 cm™ (150,151). Observou-se uma banda, caracteristica de
estiramento C=0 de amidas, em 1619 cm™ (150,151,188,189). Foi identificada uma banda
caracteristica do estiramento S-H em 2360 cm™, confirmando a funcionalizagdo das NPM
com L-cisteina, uma vez que essas bandas ndo estdo presentes no espectro de IR obtido para
as NPM funcionalizadas somente com grupos acido carboxilico (150,151). Observou-se uma
banda de estiramento O-H, muito longa, no intervalo de 3263 a 3603 cm™ (150,151).
Observou-se uma banda caracteristica de estiramento C-O, de intensidade média, proximo a
1345 cm™ e outra banda, caracteristica de estiramento C=0 de &cido carboxilico, em 1521
cm?. Por fim sdo observadas bandas, caracteristicas de estiramento CH, simétrico e
assimétrico, em aproximadamente 2841, 2880 e em 2910 e 2941 cm™, respectivamente
(150,151,188,189). No entanto, ndo é possivel visualizar a banda caracteristica de estiramento
C-H, pois esta encoberta pela banda de estiramento O-H. (151)

Portanto, as analises de espectrometria de IR confirmam que as NPM de ferro,
funcionalizadas inicialmente com &cido carboxilico, foram modificadas e funcionalizadas
com L-cisteina. No mais, indicam que o composto formado pela reagdo entre os grupos acido
carboxilico, presentes na superficie das NPM, e a L-cisteina € uma amida secundaria, e assim
pode-se concluir que a sintese de funcionalizagdo dessas nanoparticulas foi realizada com
éxito.

Medidas de MEV foram realizadas, em um microscopio eletrdnico de varredura de
canhdo de emissdo de elétrons por efeito de campo (MEV-FEG), com o objetivo de
caracterizar e visualizar a superficie das NPM-AC-LC. A Figura 81 mostra as imagens de
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MEV-FEG obtidas para as NPM-AC-LC aumentadas 1.500 vezes (A), 5.000 vezes (B),
50.000 vezes (C) e 100.000 vezes (D).

Figura 81. Imagens de MEV-FEG obtidas para as NPM-AC-LC aumentadas 1.500 vezes
(A), 5.000 vezes (B), 50.000 vezes (C) e 100.000 vezes (D).

Fonte: Autor.

As NPM-AC-LC, Figura 81, apresentaram uma forma esférica e uma superficie
bastante rugosa. A partir de varias imagens de MEV-FEG obtidas das NPM-AC-LC,
semelhante as obtidas na Figura 81A, foi possivel construir um histograma referente ao
didmetro das NPM-AC-LC, conforme € mostrado na Figura 82.

De acordo com o histograma obtido referente ao didmetro das NPM-AC-LC, Figura
82, € possivel observar que as nanoparticulas apresentam um diametro que variou de 46 a 115

nm, em um total de 250 nanoparticulas contadas, e com um diametro médio de 85 + 20 nm.
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Figura 82. Histograma referente ao diametro das NPM-AC-LC.

Fonte: Autor.

Para investigar a composicdo elementar da superficie das NPM-AC-LC, foi realizada
uma analise de energia dispersiva de raios X (EDX). O espectro obtido € apresentado na

Figura 83.
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Figura 83. Espectros de energia dispersiva de raios X (EDX) das NPM-AC-LC.

Fonte: Autor.
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O espectro de EDX obtido para as NPM-AC-LC, Figura 83, confirma a presenca de
carbono em 0,26 keV, de oxigénio em 0,53 keV, ferro em 0,71 e 6,41 keV, silicio em
1,73 keV e enxofre em 2,30 keV. Este resultado indica que as NPM de ferro foram
funcionalizadas com grupos de compostos que contém em sua estrutura carbono, oxigénio e
enxofre, como é o da L-cisteina. Porém pela baixa sensibilidade do método, ndo foi possivel
observar bandas relacionadas ao nitrogénio.

A Figura 84 mostra imagens de MEV-FEG da superficie do eletrodo de carbono
impresso aumentada 15.000 vezes (A), das NPM-AC-LC sobre a superficie do eletrodo de

carbono impresso aumentadas 1.500 vezes (B), 5.000 vezes (C) e 25.000 vezes (D).

Figura 84. Imagens de MEV-FEG da superficie do eletrodo de carbono impresso
aumentada 15.000 vezes (A), das NPM-AC-LC sobre a superficie do eletrodo de carbono
impresso aumentadas 1.500 vezes (B), 5.000 vezes (C) e 25.000 vezes (D).

Fonte: Autor.

A Figura 85 mostra imagens de TEM das NPM-AC-LC (A), imagens HR-TEM das
NPM-AC-LC (B), imagem ampliada da area das NPM-AC-LC (C) e padrdo de difracdo
cristalina de uma NPM-AC-LC (D).
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Figura 85. Imagens de TEM das NPM-AC-LC (A), imagens HR-TEM das NPM-AC-LC
(B), imagem ampliada da area das NPM-AC-LC (C) e padrdo de difracdo cristalina de uma
NPM-AC-LC (D).

Fonte: Autor.

As imagens de TEM, Figuras 85A e 85B, mostraram que as NPM estdo aglomeradas
dentro de uma rede amorfa composta de matéria organica, provavelmente compostos com
grupamentos acido carboxilico e L-cisteina, uma vez que as NPM foram modificadas com
esses compostos. Na Figura 85C, é possivel visualizar a natureza policristalina das particulas,
onde temos em destaque um plano atbmico de uma NPM, que tem uma distancia interplanar
de 2,97 A, distancia que esta associada ao plano (220) da magnetita [94]. No entanto, é
possivel observar com maior detalhe uma camada amorfa revestindo a NPM, provavelmente
composta de compostos com grupamentos acido carboxilico e L-cisteina.

Diante disso, pressupde-se que 0s grupos amino da L-cisteina se liguem

covalentemente ao grupo carboxilico da NPM (150), conforme é mostrado no Esquema 9.
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Esquema 9. Representacdo esquematica da reacdo de funcionalizacdo das NPM

funcionalizadas com grupos acidos carboxilicos com a L-cisteina.

Fonte: Autor.

Na Figura 85D, é apresentado o padrdo de difracdo cristalina de uma NPM, onde s&o
mostrados os planos cristalograficos (200), (400), (440) e (511) da magnetita [94]. Nota-se
que os aneis de difracdo sdo formados por poucos pontos, isto €, devido a dificuldade da
obtencdo da imagem, uma vez que a NPM estd aglomerada dentro de uma rede amorfa de
cadeia organica. Para a confirmacdo de que a NPM ¢ de fato magnetita, analise de difracdo de
raios X foi realizada. O difratograma de raios X da NPM-AC-LC é mostrado na Figura 86.

O difratograma de raios X das NPM-AC-LC, Figura 86, mostra a formacdo de
nanoparticulas de uma Unica fase. Os picos de difracdo de raio X caracteristicos das
distancias interplanares das fases de FesO4 foram indexados de acordo com o banco de dados
de estruturas cristalina do JCPDS - 2003, e confirmam que as NPM-AC-LC sdo de fato

cristais de magnetita.

200



Jodo Carlos de Souza Doutorado em Quimica

1600
" (311)
1400 ~

1200

09 (220)

800 (440)

(400)

600

-4

400 +

Intensidade (u.a.)

(620)

20 30 40 50 60 70 80

20 (graus)

Figura 86. Difratograma de raios X das NPM-AC-LC.

Fonte: Autor.

5.12. Comportamento eletroquimico da PTD e do PAF sobre as NPM-AC-
LC

Medidas de voltametria ciclica foram obtidas, com velocidade de varredura de 50,0
mV s, em uma cela eletroquimica de 10,0 mL e um sistema contendo o eletrodo impresso,
acoplado ao suporte magnético e conectado por um cabo adaptador para eletrodo impresso a
um potenciostato/galvanostato. As NPM funcionalizadas foram depositadas sobre o eletrodo
de trabalho através de uma ponteira de pipetador automatico de plastico, e mantidas por
atracdo magnética do ima de neodimio fixado no suporte, conforme é mostrado na Figura 16
(parte experimental).

Posteriormente, o comportamento eletroquimico da solucdo de PTD, a uma
concentragdo de 1,0x10° mol L, foi investigado sobre o eletrodo impresso de carbono (B),
eletrodo impresso modificado com NPM-AC (C) e eletrodo impresso modificado com NPM-
AC-LC (D), por CV, em solucéo de eletrdlito suporte de tampdo BR 0,1 mol L™ a pH 4,0. Os
voltamogramas ciclicos obtidos para a PTD estdo dispostos na Figura 87.

201



Jodo Carlos de Souza Doutorado em Quimica

1.5+ D
1.0 C
‘ B
0.5+
A
s ﬁ/

—

I (uA)

L] v L)

-4;.l ) (lj(l ) 0.1 0.2 ) ﬂjj ) 04 0.5

E (V)
Figura 87. Voltamogramas ciclicos obtidos para a oxidacdo 0,1 mol L™ de tampdo BR (pH
4,0) (A) e para 1,0x10° mol L de PTD em 0,1 mol L de tampdo BR (pH 4,0) em eletrodo
impresso de carbono (B), eletrodo impresso modificado com NPM-AC (C) e eletrodo
impresso modificado com NPM-AC-LC (D). Velocidade de varredura v = 50,0 mV s,

Fonte: Autor.

A oxidacdo voltamétrica da PTD sobre o eletrodo impresso de carbono, Figura 87B,
mostrou que a oxidagdo do grupo amina da PTD ocorre em potencial de Eox = 0,23 V e um
pico na varredura reversa em potenciais de Ered = 0,17 V. A variacdo entre Epa — Epc = 60,0
mV e os valores da relacdo entre Ipa/lpc = 0,99 obtidos, indicam caracteristicas de um
processo reversivel de 1 elétron (e) (134,171). Para o voltamograma obtido para a PTD no
eletrodo impresso de carbono modificado com NPM-AC, Figura 87C, observou-se um par de
picos em potenciais de Eox = 0,12 V e Ered = 0,06 V, com valores de Epa — Epc = 60,0 mV e
os valores da relagdo entre Ipa/lpc = 0,47, mostrando comportamento de um processo
reversivel com reacdes quimicas envolvendo o produto (134,171). Para o voltamograma
obtido para a PTD no eletrodo impresso de carbono modificado com NPM-AC-LC, Figura
87D, observa-se um processo de oxidacdo irreversivel (134,171) em Eox = 0,25 V.

A comparagdo entre os valores de corrente de pico anddica para a PTD mostrou que
para o eletrodo modificado com NPM-AC-LC, a corrente de pico é 22,2% maior comparada a
corrente de pico observada para o eletrodo impresso sem as NPM. Para o eletrodo modificado

com as NPM-AC-LC, a corrente de pico é 56,3% maior comparada a corrente de pico
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observada para o eletrodo impresso sem NPM, indicando que a metodologia poderia ser usada
para incrementar a resposta dos sinais voltamétricos.

Voltamogramas ciclicos obtidos para 1,0x10° mol L' de PAF em tampio BR
0,1 mol L a pH 4,0 em eletrodo impresso de carbono (B), eletrodo impresso modificado com
NPM-AC (C) e eletrodo impresso modificado com NPM-AC-LC (D) sdo mostrados
respectivamente na Figura 88.
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Figura 88. Voltamogramas ciclicos obtidos para a oxidac¢do 0,1 mol L™ de tampdo BR (pH
4,0) (A) e para 1,0x10° mol L™ de PAF em 0,1 mol L de tamp&o BR (pH 4,0) em eletrodo

impresso de carbono (B), eletrodo impresso modificado com NPM-AC (C) e eletrodo
impresso modificado com NPM-AC-LC (D). Velocidade de varredura v = 50,0 mV s,

Fonte: Autor.

I (nA)

O voltamograma obtido para o PAF no eletrodo impresso de carbono sem as NPM,
Figura 88B, apresentou um par de pico em potenciais de Eox = 0,07 V e Ered = 0,01 V, com
Epa — Epc = 60 mV e valores da relacdo entre Ipa/lpc = 0,95, apresentando caracteristicas de
um processo reversivel de 1 elétron (e’) (134,171). Para o voltamograma obtido para o PAF,
no eletrodo impresso de carbono modificado com NPM-AC, Figura 88C, observou-se um par
de picos em potenciais de Eox = 0,10 V e Ered = 0,04 V, com valores de Epa — Epc = 60 mV
e os valores da relagdo entre Ipa/lpc = 0,64; mostrando comportamento de um processo
reversivel com reaces quimicas do produto (134,171). Para 0 voltamograma obtido para o

PAF, no eletrodo impresso de carbono modificado com NPM-AC-LC, Figura 88D, observou-
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se um par de picos em Eox = 0,15 V e Ered = 0,09 V, com valores de Epa — Epc = 60 mV e
os valores da relacdo entre Ipa/lpc = 0,45, mostrando também comportamento de um processo
reversivel com reacdes quimicas envolvendo o produto. (134,171)

A comparacdo entre os valores de corrente de pico anodica para o PAF, mostra que no
eletrodo modificado com NPM-AC, a corrente de pico é 27,8% maior comparada a corrente
de pico observada para o eletrodo impresso sem NPM. Para as NPM-AC-LC a corrente de
pico é 54,5% maior comparada a corrente de pico observada para o eletrodo impresso sem
NPM, indicando que a metodologia poderia ser usada para incrementar a resposta dos sinais

voltamétricos.

5.13. Otimizacéo dos parametros eletroquimicos

A influéncia do tempo de deposi¢do na corrente de pico anddico foi investigada,
registrando-se voltamogramas ciclicos obtidos para 1,0x10° mol L' de PTD e PAF,
respectivamente, em tampdo BR 0,1 mol L™ a pH 4,0, sobre o eletrodo impresso de carbono
modificado com NPM-AC-LC. As respectivas curvas de corrente de pico anddica (Ipa) vs

tempo de deposicao que estdo mostradas na Figura 89.
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Figura 89. Tempo de deposicéo de 1,0x10° mol L™ de PTD (A) e PAF (B), em tampéo BR
0,1 mol L™ a pH 4,0, em eletrodo impresso de carbono modificado com NPM-AC-LC.

Fonte: Autor.
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Observa-se que a maior intensidade de corrente de pico anddica é obtida no tempo de
3 minutos, tanto para a PTD quanto para o PAF, depositados sobre o eletrodo modificado.
Portanto, o tempo de 3 minutos foi adotado nos experimentos posteriores.

O efeito da concentracdo das NPM-AC-LC depositadas sobre a superficie do eletrodo
impresso também foi avaliada, entre 0,5 e 2,0 mg mL™. A Figura 90 mostra o gréfico de Ipa
vs concentragdo nanoparticulas em 1,0x10° mol L de PTD e PAF, respectivamente, em
tampao BR 0,1 mol L™ a pH 4,0.
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Figura 90. Concentracio de NPM-AC-LC em 1,0x10° mol L de PTD (A) e PAF (B) em
tamp&o BR 0,1 mol L a pH 4,0.

Fonte: Autor.

O gréfico de Ipa vs Concentracdo de NPM-AC-LC, Figura 90, mostra que tanto para a
PTD quanto para o PAF, a corrente de pico anodica (Ipa) aumenta até concentracéo de 1,0 mg
mL*. Porém concentracbes de NPM-AC-LC maiores que 1,0 mg mL?, diminuem
significativamente para ambos os analitos. Isto pode ser atribuido ao excesso de
reconstituintes que interferem no processo de transferéncia de carga. Portanto, diante dos
resultados apresentados, escolheu-se a concentragdo de 1,0 mg mL™* de NPM-AC-LC para a
determinacédo de PTD e de PAF.

Considerando que o volume adicionado das NPM-AC-LC, que seriam depositadas na

superficie do eletrodo impresso, poderiam interferir na corrente de pico, voltamogramas
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foram registrados para adi¢6es de 10,0 a 70,0 pL da solugdo de 1,0 mg mL™ de NPM-AC-LC.
A Figura 91 compara o efeito do volume adicionado de NPM-AC-LC adicionadas sobre o
eletrodo em 1,0x10° mol L de PTD (linha preta) e PAF (linha vermelha) em tamp&o BR
0,1 mol L a pH 4,0.
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Figura 91. Volume de NPM-AC-LC em 1,010 mol L de PTD (A) e PAF (B) em tampéo
BR 0,1 mol L apH 4,0.

Fonte: Autor.

O grafico de Ipa vs volume de NPM-AC-LC, Figura 91, mostra que o volume de
NPM-AC-LC interfere na pré-concentracdo dos analitos, e que a corrente de pico anddica
(Ipa) aumenta entre os volume de 10,0 e 50,0 uL da solugéo de 1,0 mg mL™ de NPM-AC-LC.
Porém volumes de NPM-AC-LC superiores a 50,0 uL, tem uma queda significativa na Ipa
para ambos os analitos. Portanto, escolheu-se adi¢des de 50,0 pL da solugdo de 1,0 mg mL™?
NPM-AC-LC para as determinacdes posteriores.

No entanto, ainda serd necessario avaliar outras tecnicas eletroquimicas, como a
voltametria linear e a pulso diferencial, na determinacdo da PTD e do PAF, bem como
realizar um estudo de pH, e validar a metodologia proposta com o objetivo de realizar a
determinacdo simultanea, com maior sensibilidade e seletividade, dos analitos em diferentes

amostras ambientais e biologicas.
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6. Consideracodes Finais

Neste trabalho foi investigada a reacdo de oxidacdo da PTD, do PAF e da reacao entre
0s dois em tampédo amonio a pH 8,0 em atmosfera de oxigénio dissolvido e na presenca de
peroxido de hidrogénio. A reacdo de oxidagdo da PTD apresentou a formacdo de varios
intermediarios de reacdo como os derivados do radical semi-quinonadiimina, quinonadiimina,
difenilamina e o produto derivado da BB. A oxidacdo do PAF apresentou a formacdo de
varios intermediarios de reacdo como os derivados do radical semi-quinonaimina,
quinonaimina, além da formacg&o de dimeros, trimeros e tetrdmero. A reacdo entre a PTD e 0
PAF apresentou a formacao de varios intermediarios e produtos finais de reacdo oriundos da
oxidacdo tanto da PTD quanto do PAF. Além desses produtos, foram identificados ao todo a
formagéo de seis produtos diferentes, sendo que grande parte desses produtos formaram uma
mistura de precipitados.

Nos testes de mutagenicidade realizados, o derivado da BB mostrou alta
mutagenicidade juntamento com os produtos de reacdo da PTD e do PAF juntos. Os produtos
finais de reacdo da oxidacdo do PAF, trimero e tetrdmero ndo foram mutagénicos. Testes de
toxicidade aguda, realizados para os produtos reacdo entre a PTD e o PAF mostraram alta
toxicidade.

Uma metodologia analitica foi desenvolvida para a determinacdo de PTD e PAF por
CLAE/DAD. O método obteve relacbes boas lineares, bons limites de deteccdo de
quantificacdo e boa recuperacdo. O método foi aplicado de maneira satisfatéria em amostras
de &gua, bem como em amostra de efluente de saldo de cabeleireiros. As concentraces
encontradas, de PTD e de PAF, para amostra de agua antes do tratamento foi de 2,48 +
0,10x10% e 1,90 + 0,30x10° mg L, para a amostra de agua ap6s o tratamento foi de 1,77 +
0,10x102 e 1,90 + 0,30x10° mg L™, e para amostra de efluente de saldo de cabeleireiros foi
de 2,08 + 0,20 mg L e 2,10 + 0,50 mg L, respectivamente. Na amostra de efluente foram
identificados varios produtos da oxidacdo da PTD, do PAF e da reacdo entre ambos. Isso
mostra que quantidades consideraveis desses produtos estdo sendo descartados no esgoto
comum diariamente.

O comportamento eletroquimico oxidativo da PTD e do PAF foi investigado. As
reacOes de oxidagdo da PTD e do PAF mostraram ser reversiveis. A reacdo foi controlada por
difusdo, pela transferéncia de dois elétrons e dois prétons para a PTD, que ocorreu nos

atomos de nitrogénio dos grupos amina da molécula. A oxidagdo do PAF foi controlada por
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difusdo, e pela transferéncia de dois elétrons e dois prétons, que ocorreu nos atomos de
oxigénio e nitrogénio dos grupos hidroxila e amina da molécula, respectivamente.

Uma metodologia analitica para quantificacdo desses precursores, em amostras de
fluidos bioldgicos de soro fetal bovino (simulando o plasma sanguineo humano) e de urina
artificial (simulando a urina humana), foi desenvolvida. O método eletroanalitico
desenvolvido foi aplicado satisfatoriamente para a determinacdo de PTD e PAF em amostras
de soro fetal bovino e de urina artificial.

O comportamento eletroquimico da queratina capilar humana foi investigado pela
construcdo de um biossensor de queratina. O comportamento eletroquimico da queratina
mostrou dois picos de oxidagdo dependentes do pH. O primeiro pico correspondeu ao
primeiro pico de oxidacao dos residuos de aminoacidos cisteina, P1Cis, em EP1 =+ 0,53 V, e
0 segundo pico correspondeu ao terceiro pico de oxidacdo dos residuos aminodacidos cisteina
e 0 segundo pico de aminoacidos metionina P2cis + met, em EP2 = + 1,28 V.

Os resultados dos experimentos de desnaturacdo e da interagcdo da queratina com 0s
precursores, a fim de entender o processo de tingimento dos cabelos e a fixacdo desses
compostos no interior da fibra capilar, mostraram que tanto os agentes desnaturantes, quanto
0s agentes redutores e precursores promoveram um aumento nas correntes de pico dos
residuos de aminoéacidos eletroativos, ao longo do tempo de incubacdo. Provavelmente, esses
compostos ndo induziram dano oxidativo a queratina, mas causaram um desdobramento da
estrutura morfologica, e isso proporcionou que residuos de aminoacidos, que estavam
enterrados ou encobertos, ficassem mais expostos a superficie do biossensor, facilitando sua
oxidacdo. Além disso, foi verificado o aparecimento de novos picos de residuos de outros
aminoacidos presentes na estrutura da queratina, que também pelo desdobramento da
estrutura da molécula da queratina, estavam enterrados e/ou encobertos.

O eletrodo modificado com as NPM mostrou-se bastante promissor na determinacao
da PTD e do PAF, com um ganho de corrente de 34,0% para a PTD e de 51,7% vezes para 0
PAF comparado ao eletrodo impresso sem as NPM. O método foi otimizado quanto ao tempo
de deposicdo dos analitos, concentragdo e volume de NPM a serem depositadas sobre o
eletrodo, e as otimizacGes apresentaram como condig¢Bes 6timas um tempo de deposi¢édo de 3
minutos, concentragdo e volume de NPM de 1,0 mg mL* e 50,0 pL, respectivamente.

Diante dos resultados obtidos nas determinagdes, quantidades de PTD e PAF estdo
sendo descartadas no esgoto comum das cidades juntamente com o residuo de lavagem dos

cabelos apos o procedimento de tingimento dos cabelos com formulagdes comerciais de
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tinturas capilares permanentes. Levando em consideragéo que nem todo o esgoto das cidades
é tratado, devido ainda pela ndo captacdo de 100% do esgoto, por ainda existirem ligaces
clandestinas de descarte e pela ineficiéncia do processo de tratamento convencional para esse
tipo de efluente, parte desse residuo acaba por ser despejado em rios, lagos, represas e
mananciais das cidades, podendo contaminar essas fontes de &gua com PTD e PAF, que
podem sofrer oxidagdo e formar seus produtos de oxidacdo com alta mutagenicidade e
toxicidade.

Além disso, as cidades utilizam dessas fontes para o abastecimento de agua de sua
populacdo, e conforme mostrou as analises de PTD e de PAF, as estacfes de tratamento de
agua convencionais ndo conseguem tratar adequadamente, ou eliminar por completo esses
compostos e seus produtos de oxidacdo. Isso leva as pessoas a consumirem diariamente agua
contaminada com esses produtos que possuem alta toxicidade, de acordo com os testes de
realizados.

Deste modo, é importante ressaltar a importancia do monitoramento ndo apenas destes
corantes, mas também dos subprodutos provenientes da tintura de cabelos em efluentes,
esgotos domésticos, aguas naturais e destinadas ao consumo humano, com vistas a obter mais
dados sobre a sua persisténcia, biotransformacéo, transporte e destino no meio ambiente,
contribuindo para uma avaliagdo dos riscos envolvidos na utilizagdo desses corantes em

processos de tintura de cabelo.
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Figura 3AP. Espectro de ions fragmentos de m/z 121,1.

Fonte: Autor.
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Figura 4P. Espectro de ions fragmentos de m/z 243,2.
Fonte: Autor.
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Figura 5AP. Espectro de ions precursores de m/z 344,3.
Fonte: Autor.
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Figura 6AP. Espectro de ions fragmentos de m/z 361,3.

Fonte: Autor.
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Figura 7AP. Espectro de ions fragmentos de m/z 110,2.
Fonte: Autor.
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Figura 8AP. Espectro de ions fragmentos de m/z 108,0.
Fonte: Autor.
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Figura 9AP. Espectro de ions fragmentos de m/z 215,1.
Fonte: Autor.
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Figura 10AP. Espectro de ions fragmentos de m/z 217,2.
Fonte: Autor.
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Figura 11AP. Espectro de ions fragmentos de m/z 322,0.
Fonte: Autor.
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Figura 12AP. Espectro de ions fragmentos de m/z 414,2.
Fonte: Autor.
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Figura 13AP. Espectro de ions fragmentos de m/z 348,1.
Fonte: Autor.
® 307.2
6.0e4
c
£0e4
198.2
504 73 132.9 e 1899 215226.3 . 319.9 3352
568 g1 954, I3 ool K1 al oss 2632 2752 31 333
00) |‘|- nl Ilu‘lui .-A‘ o 9
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
m/z, Da
Figura 14AP. Espectro de ions fragmentos de m/z 335,2.
Fonte: Autor.
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Figura 15AP. Espectro de ions fragmentos de m/z 427,3.

Fonte: Autor.
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Figura 16AP. Espectro de ions fragmentos de m/z 440,3.

Fonte: Autor.
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Figura 17AP. Espectro de ions fragmentos de m/z 453,4.

Fonte: Autor.

237



