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RESUMO

Dentre os diversos métodos de analises de cabelos, os microscopicos eletrbnicos de varredura,
ganham destaque pela facilidade de visualizacdo das estruturas, as quais, ao serem avaliadas com
softwares permitem a quantificacdo dos danos em cabelos expostos a agentes estressores distintos,
contribuindo significativamente, em inimeros estudos. A inclusdo de fios de cabelos para cortes
histolégicos apresenta desafios pois é imprescindivel a obtencdo de bons cortes, que ndo danifiquem
a estrutura interna do fio A escolha das resinas e navalhas de alto perfil, junto com o processo de
inclusdo sé@o determinantes neste contexto. Neste trabalho foi avaliada a influéncia do tipo de resina
de inclusdo na qualidade de cortes transversais de cabelo (naturais e descoloridos), os quais foram
incluidos em diferentes resinas: Epoxi; Poliéster historesina e composto O.C.T. Os cortes foram
realizados com navalha de alto perfil e em espessuras de 10, 8 e 6um. Os resultados obtidos
demonstraram que, a resina poliéster ndo apresentou caracteristicas aptas para cortes histolégicos,
pois ao realizar os cortes, 0s mesmo se enroscaram impedindo a sua utilizacdo; j& a resina epoxi ao
ser cortada ndo apresentou boa adesividade com o vidro e nos cortes, ao serem levados ao microscépio
Optico, foram observados espacos vazios indicando que alguns cabelos foram removidos durante a
microtomia (pouca aderéncia entre a resina e o cabelo); além disto, os cabelos que foram observados
apresentaram “fraturas” na segao transversal impedindo a visualizacdo das estruturas internas do fio.
Por outro lado, as inclusbes em historesina  apresentaram maior facilidade no corte, com boa
adesividade a lamina de vidro e ao cabelo, porém, resultando novamente em imagens com “fraturas”
em ambos tipos de cabelos. Finalmente a inclusdo no composto O.C.T gerou cortes de superficie
regular e uniforme, com auséncia total de “fraturas” nos cabelos naturais e poucas regides com
fragmentagBes nos cabelos descoloridos.
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INTRODUCAO

A concepgdo de novos métodos de avaliagdo da estrutura capilar frente as inovacdes e
acentuado crescimento da industria de cosméticos, requer uma compreensao aprofundada da biologia
desta estrutura e, nesse sentido, inimeras séo as ferramentas que podem auxiliar nas investigacgoes,
tais como, sensoriais, macroscopicas, microscépicas e moleculares (Baptista & Bastos, 2019;
Fernandes et al., 2023; Saccardo & Silvia, 2022).

Dentre os diversos métodos de andlises, os microscopicos ganham destaque pela precisdo das
estruturas evidenciadas, bem como andlise dos danos em cabelos expostos a agentes estressores
distintos, o que contribui, significativamente, para determinadas modalidades de estudos (Ponz; Ladaga
& Bonetto, 2006; Tomes et al., 2007).

Compreender a estrutura bioldgica dos fios de cabelos se faz necessério, e nesse sentido
entende-se que os cabelos fazem parte do que se classifica na literatura como apéndices da pele. E
uma fibra bioldgica que se constitui pela organizagdo de macromoléculas proteicas e lipidicas dispostas
numa estrutura complexa por meio de ligacdes covalentes e ndo-covalentes (Yu & Zhang, 2017;
Fustinoni, 2022; Nelson, Cox & Hoskins, 2022).

A fibra capilar é dividida em quatro camadas definidas como: cuticula, medula (camada mais
interna do foliculo, podendo ser ausente em determinados tipos de cabelo); complexo da membrana
celular (CMC - componente que une as células da cuticula ao cértex; uma espécie de cimento
intercelular composto por proteinas ndo-queratinosas com baixo contetdo de enxofre e amino4cidos
polares que interagem com a agua); coértex, regido de maior massa do fio, onde se encontram os
granulos de melanina (responsaveis pela cor e protecdo dos cabelos), o qual é constituido por um
conjunto de células cilindricas denominada de matriz, também subdividida em ortocortical, paracortical
e mesocortical (Harland et al., 2014; Ding et al., 2021; Junqueira & Carneiro, 2023; Fernandes et al.,
2023; Saccardo & Silvia, 2022).
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Visto isso, uma infinidade de analises de fios de cabelos é empregada em diagnosticos de tanto
em distlrbios de saulde, estado nutricional, exposi¢cdo a elementos toxicos, drogas, medicamentos,
como em analise forense, tornando os fios de cabelo, uma importante ferramenta de biomonitoramento.
Deste modo, inUmeros séo os protocolos desenvolvidos para analisar a estrutura bioldgica capilar, e os
cortes histologicos sdo uma das ferramentas de andlise, comumente, empregada em diversas
categorias de estudos, representando uma poderosa aliada no desenvolvimento de novas tecnologias
na avaliacdo mais aprofundada dos cabelos (Hill et al., 2014; Yu & Zhang, 2017; Grassin-Delyle et al.,
2019).

Nesse sentindo, € interessante ter em mente que as preparacdes histoldgicas descritas na
literatura apontam que, para o processamento das amostras convém respeitar as caracteristicas das
mesmas, preservando a microarquitetura do tecido, adequando a avaliacao histologica (Williamson,
2015; Suvarna; Layton & Bancroft, 2019). Apds a fixagcdo o passo seguinte é a inclusdo, o qual também
precisa estar de acordo com as particularidades da amostra, pois nem todos os meios de inclusdo sao
adequados a todos os tipos de amostras, ha que se considerar as interagdes reagente-tecido (Prentg,
2009; Moreira & Lins, 2010).

As formulagGes de resina podem ser projetadas para microscopia optica ou eletrdnica, ou
ambas. A rapida incorporacéo e polimerizacdo das resinas sdo extremamente Uteis para um rapido
retorno do material de diagnéstico e para reduzir possiveis efeitos deletérios da resina. As resinas epoxi
séo preferenciais para microscopia eletrénica de rotina, pois se interligam com a amostra, fornecem
excelente preservacgdo ultraestrutural e séo estaveis aos feixes de elétrons. As resinas acrilicas sao
mais adequadas para microscopia Optica, embora também possam ser utilizadas na microscopia
eletrdnica (Brown et al., 2010; Moreira & Lins, 2010).

As resinas epOxi e acrilicas séo descritas por Newman e Hobot (2001) como uma alternativa
ao metacrilato, uma vez que o metacrilato néo reticulado é ligado apenas bidimensionalmente sendo
rapidamente destruido no feixe de elétrons, e também é propenso a encolhimento, as vezes apresenta
desigual polimerizacdo, causando cisalhamento e "danos de polimerizacdo" (Prentg, 2009; Suvarna;
Layton,& Bancroft, 2019).

A microtomia, meio pelo qual o tecido é seccionado e fixado a superficie de uma lamina de
vidro para posterior exame microscopico, também compfem uma importante etapa no processo
histolégico, pois existem amostras que suportam determinados tipos de corte, logo 0 equipamento
influencia no resultado final na obtengcé@o das imagens de acordo com as especificidades da amostra.
Pode-se obter cortes em micrétomo, vibratomo, criostato e utramicrétomo (Suvarna; Layton & Bancroft,
2019; Sousa et al., 2021).

Quando se trata de criotécnicas os tecidos podem ser fixados ou nédo fixados para imobilizar os
componentes dos tecidos e melhorar preservacéo celular (Brown et al., 2010; Newman & Hobot, 2001;
Williamson, 2015).

Da mesma forma que a escolha da resina para inclusédo da amostra deve ser feita de acordo
com as especificidades da mesma, assim também a escolha da navalha para realiza¢do dos cortes
deve seguir o mesmo intuito para obtencéo de boas imagens. Nesse sentido, existe uma extensa gama
de facas/navalhas, que variam desde a composi¢éo, revestimento, tamanho e perfil disponivel para
histologia de resina e suas especificidades, bem como aplicagc6es. Para confec¢do de cortes incluidos
sdo comercializadas navalhas descartaveis de alto e baixo perfis; as navalhas de alto perfil servem
para microtomia de tecidos mais solidos, enquanto as de baixo perfil servem para cortar tecidos mais
delicados (Molinaro et al., 2010; Williamson, 2015; Suvarna; Layton & Bancroft, 2019).

Algumas facas/navalhas de metal podem ser revestidas com um material como diamante
amorfo, teflon, polimero, ceramica ou nitreto de titdnio para reduzir friccdo e aumentar a longevidade
da borda do corte. De maneira resumida, as navalhas de tungsténio, um metal duro, sdo adequadas
para aplicacdes de resina acrilica, incluindo osso, materiais duros, stents e para corte congelado
(Suvarna; Layton & Bancroft, 2019).

Vale ressaltar que, é de fundamental importancia planejar os protocolos cuidadosamente,
considerando o tipo de tecido que estara envolvido no estudo e as formas de manuseéa-lo para se obter
imagens satisfatdrias que possam responder as perguntas e atender o objetivo do estudo (Prentg,
20009).

McMullen et al. (2021) fizeram varias observacdes pertinentes relacionadas a técnicas de
microtomia empregadas a cortes de fios de cabelo, e de acordo com o observado os autores concluiram
gue o ideal e preferivel é o uso de uma lamina de micrétomo diamantada, pois proporciona cortes
extremamente suaves, mas infelizmente, este tipo de lAmina ndo pode ser usado em todos o0s
criostatos/micrétomos, além do que, muitos pesquisadores, por vezes, ficam restritos ao tipo de lamina
que podem empregar com base nos recursos disponiveis. As laminas de a¢o inoxidavel utilizadas para
cortar as sec¢fes transversais do cabelo, normalmente ficam “cegas” apds os primeiros cortes. Os



autores ainda relatam que as secdes transversais de cabelo africano, bem encaracolado, raramente
apresenta um corte com aspecto tdo aspero; isto poderia sugerir algumas diferencas estruturais
fundamentais nestes tipos de fios de cabelos

Visto isso, investigar as melhores op¢des de inclusdo de fios de cabelos, bem como
equipamentos para corte propicia o desenvolvimento e o estabelecimentos de técnicas que fornegcam
boas imagens, e consequentemente, repostas para as questdes levantadas nas pesquisas da voltadas
a cosmetologia.

OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é encontrar a melhor combinacdo de meio de inclusdo/navalha e
equipamento de corte para a obtencédo de cortes transversais de cabelos que permitam a conservagao
da estrutura interna do fio, isto é, superficie uniforme e lisa, permitindo a observacdo de diferentes
componentes do fio.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados cabelos naturais (sem nenhum tipo de tratamento quimico) e cabelos tratados
(descoloridos); as amostras de cabelo foram separadas por mechas de 0,5cm de comprimento,
aproximadamente, sem nenhuma preparagdo prévia, em seguida foram posicionadas
perpendicularmente em molde apropriado de inclusdo histologica, para obtencdo dos cortes
transversais dos fios.

As resinas utilizadas para inclusédo dos fios de cabelo foram: Historesin Embedding Kit, Resina
Histol6gica Technovit 7100, Resina Poliéster Arazyn 25100 Resina Epoxi 2001 e composto O.C.T-
Tissue-Tek. Todas foram preparadas de acordo com as instrucbes descritas pelos respectivos
fabricantes.

Os cortes foram realizados com navalhas de tungsténio e de aco, ambas de alto perfil, sem uso
anterior.

As amostras incluidas nas resinas/historesinas foram cortadas em micr6tomo, ao passo que,
as amostras incluidas no composto O.C.T foram cortadas em criostato Leica CM1860 em temperatura
de -30°C. Os cortes foram realizados em espessuras de 10um, 8um e 6um.

Observacgdes iniciais foram realizadas utilizando-se do microscopio 6tico Olympus BX53
acoplado a camera digital DP74, nas objetivas de 10x e 20x. O programa utilizado para aquisicdo das
imagens foi o CellSens Standard.

Os melhores cortes avaliados na microscopia de luz foram selecionados para serem avaliados
posteriormente em Microscopia Eletrénica de Varredura no equipamento MEV-FEG, marca Tescan,
modelo Mira. As amostras foram recobertas com ouro antes de ser colocadas no equipamento e a
andlise foi realizada em alto vacuo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As inclusbes dos fios de cabelos nas diferentes resinas, historesinas e no composto O. C. T.
juntamente ao uso de dois tipos de navalhas e equipamentos apresentaram diferentes comportamentos
quando comparadas entre si.

Na utilizagdo das resinas Poliéster Arazyn 25100 e Epoxi 2001 foram encontradas dificuldades,
tanto na inclusdo dos fios de cabelos, quanto na microtomia. Foram necessarios alguns ajustes quanto
a quantidade de endurecedor utilizado, bem como, quanto ao tempo de polimerizacdo de ambas.

A partir das orientagfes do fabricante para Resina Poliéster foi necessario utilizar metade da
quantidade orientada de endurecedor, pois a proporcao recomendada endureceu demasiadamente o
bloco, enquanto que para a Resina Epoxi houve a necessidade de aumentar para o dobro da
quantidade prescrita, pois a polimerizacdo nas quantidades recomendadas nao polimerizaram em 5
dias, apds o aumento do volume do endurecedor em 24 horas houve a polimerizacéo.

Os cortes foram realizados com navalha de tungsténio, visto que as resinas utilizadas
apresentam alto endurecimento e apés inclusédo dos cabelos em ambas as resinas, nos cortes foram
observados varios espacos vazios; a presenca destes espacos pode estar indicando uma baixa adesao
entre o cabelo e as resinas poliméricas (baixa compatibilidade); Outra dificuldade encontrada foi que
s6 foi possivel obter cortes em espessuras de 10umos quais formaram peliculas que ndo aderiram a
lamina histolégica, dificultando a observagéo dos cortes no microscépio 6tico, pois nao foi possivel ter
um foco homogéneo.(Figuras 1; 2). Outra observacao € que as imagens dos fios de cabelo incluidos
em ambas resinas, apresentaram “fraturas” na face das sec¢des transversais, nos dois tipos de cabelos
testados, as quais ndo sdo intrinsecas da estrutura do fio e possivelmente foram formadas na hora de



realizar o corte ou durante a inclusdo do cabelo na resina, dificultando a observacdo da morfologia
interna do fio de cabelo.

Figura 1- Seccdao histolégica de fios de cabelo incluido em Resina Ep6xi 2001 com 10um de espessura.
A) aumento de 10X; B) aumento de 20X




Figura 2- Seccao histolégica de fios de cabelos incluidos em Resina Poliéster Arazin 25100 com 10pum
espessura. A) aumento de 10X; B) aumento de 20X
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Por outro lado, a inclusédo dos fios de cabelos nas historesinas (resinas acrilicas) de marcas
comercias, as quais sdo comumente utilizadas e bem estabelecidas como suporte para seccionamento
de diversas amostras (Titford, 2006 & Costa, et al., 2009; Molinaro et al., 2010). ndo apresentou
nenhuma dificuldade. Os fios de cabelo aderiram satisfatoriamente & resina e durante a inclusédo e
consequentemente ao realizar os cortes ndo houveram muitas remog¢fes dos fios; além disto foi
possivel realizar os cortes nas diferentes espessuras estipuladas, os quais aderiram a lamina
histolégica permitindo uma melhor visualizagao no microscépio 6tico, pela facilidade de localizar o foco.
A pesar das facilidades de inclusao e corte, ao observar a superficie da secgédo transversal dos fios, 0s
mesmos apresentaram as mesmas “fraturas” observadas nas superficies dos cabelos que foram



incluidos nas resinas poliéster e epoxi (Figuras 3; 4). A presenca das fraturas nestes novos grupos
leva a acreditar que ou as resinas estao reagindo com o cabelo deixando o mesmo mais susceptivel a
fraturas ou as mesmas estdo se gerando durante o corte e neste caso a havalha de tungsténio a pesar
de ser a adequada para cortar os materiais duros, por ter uma espessura mais grosa, ndo seria
adequada para o corte de fios de cabelo, quando as estruturas internas desejam ser conservadas.

Figura 3- Secgdes histoldgicas de fios de cabelos incluidos em historeina Leica. A) aumento de 10X e
10um de espessura; B) Aumento de 20X e 10um de espessura; C) aumento de 10X e 8 um de
espessura; D) aumento de 20X e 8 um de espessura; E) Aumento de 10X e 6 um de espessura; F)
Aumento de 20X e 6 um de espessura.
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Figura 4 - Seccgdes histolégicas de fios de cabelos incluidos em historeina Technovit. A) Aumento de
10X e 10um de espessura; B) Aumento de 20X e 10um de espessura; C) Aumento de 10X e 8 um de
espessura; D) Aumento de 20X e 8 um de espessura; E) Aumento de 10X e 6 um de espessura. F)
Aumento de 20X e 6 um de espessura.

Devido as dificuldades encontradas anteriormente na incluséo e posterior corte dos fios dos
cabelos nas resinas mais duras (epoxi, acrilicas e poliéster), foram realizados novos experimentos
incluindo os cabelos em material mais macio; neste caso foi escolhido o composto O. T. C (Optimal
cutting temperature compound) o qual é feito de uma mistura de polivinil alcool e polietileno glicol de
baixa massa molar e dispensa tratamento prévio da amostra. De acordo com as descri¢des fornecidos
pelo fabricante a alta viscosidade do composto O.C.T resulta em um congelamento rapido para uma
gualidade ideal de corte. O meio O.C.T. é usado para incorporar rapidamente espécimes de tecido
fresco para secbes congeladas usando-se do criostato. Sua formulacdo de glicéis e resinas
transparentes e sollveis em agua, fornece uma matriz sélida para encapsular amostras de tecido para



um corte consistente em uma temperatura de trabalho criostato abaixo de -10°C e a coloracédo de fundo
indesejavel é eliminada, pois nenhum residuo é deixado nas laminas. Como este composto endurece
nessa baixa temperatura e a mesma temperatura deve ser mantida durante os cortes, foi necessario
realizar o corte em criostato com temperatura de -30°C. Para a realizacdo dos cortes, foram usados 2
tipos de navalha; navalha de aco (mais fina) e navalha de tungsténio (igual as utilizada nos
experimentos anteriores).

A inclusé@o dos fios de cabelo no composto O.T.C ndo apresentou nenhuma dificuldade e
nenhum fio removido durante a criotomia; Além disto, foi possivel observar no microscopio Gptico que
os cortes realizados nos cabelos naturais, ndo apresentaram alteracdes morfolégicas na superficie; ja
nos cabelos descoloridos foram observadas algumas “fraturas” na face da estrutura interna do cabelo,
porém, bem menos, quando comparado aos cortes realizados nos cabelos incluidos nas resinas
testadas anteriormente. Ao comparar os cortes realizados com navalha de aco e tungsténio, nos cortes
realizados com navalha de tungsténio foi possivel observar uma textura diferente na superficie, no
entanto as diferencas ndo foram significativas a simples vista (Figuras 5; 6).

Figura 5- Secc¢des histoldgicas de fios de cabelos em meio de inclusdo O.T.C cortados com navalha
de a¢o com aumento de 20X. A) Cabelos naturais na espessura de 10um; B) Cabelos naturais na
espessura de 8um; C) cabelos naturais na espessura de 6um; D) cabelos descoloridos na espessura
de 10um; E) cabelos descoloridos na espessura de 8um; F) cabelos descoloridos na espessura de
6pm.
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Figura 6 - Seccdes histoldgicas de fios de cabelos em meio de inclusdo O.T.C cortados com navalha
de tungsténio e aumento de 20X. A) cabelos naturais na espessura de 10um; B) cabelos naturais na
espessura de 8um; C) cabelos naturais na espessura de 6um; D) cabelos descoloridos na espessura
de 10um; E) cabelos descoloridos na espessura de 8um; F) cabelos descoloridos na espessura de
6pm.
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Com o objetivo de visualizar melhor as diferencas entre os cortes realizados com navalha de
tungsténio e navalha de aco nos cabelos incluidos no composto O. T, C, os cortes foram levados a
analise por microscopia eletrénica de varredura (MEV). Nas imagens obtidas, foi possivel observar que
0s cortes tanto dos cabelos naturais, quanto os descoloridos apresentaram superficie mais uniforme,
quando realizados com a navalha de a¢co, em comparac¢do com os cortes obtidos a partir da navalha
de tungsténio (Figura 7). Estes resultados confirmam a hipotese de que a pesar da navalha de
tungsténio ser indicada para corte de materiais mais duros (Molinaro et al., 2010; Williamson, 2015;
Suvarna; Layton & Bancroft, 2019), pelo fato da mesma ser mais grossa em espessura, as estruturas
internas dos cabelos estariam sendo danificadas durante o corte.



Figura 7- Micrografias eletrdnicas de seccdes histolégicas de fios de cabelos em meio de incluséo
O.T.C. Aumento de 3000X. A) cabelo natural na espessura de 8um, navalha de ac¢o; B) cabelo natural
na espessura de 8um, navalha de tungsténio; C) cabelo descolorido na espessura 8 um, navalha de
aco; D) cabelo descolorido na espessura 8 um, navalha de tungsténio.

CONCLUSAO

A avaliacdo da morfologia interna de fios de cabelo a traves de imagens, requer que sejam
obtidas imagens ultrafinas das sec¢fes transversais dos fios com alta qualidade e conservacdo da
estrutura interna; no entanto a obtencéo deste tipo de cortes possui uma alta complexidade ja que a
qualidade do corte depende ndo s6 do material e espessura da navalha utilizada para realizar os cortes
como também do meio de inclusdo no qual sdo embebidos os cabelos. Neste estudo foram estudados
5 tipos de meios de inclusdo e dois tipos de navalha, com o intuito de encontrar a melhor combinagéo
meio/navalha. Os resultados mostraram que ao incluir os cabelos em resinas duras tanto comerciais
como ndo comercias, e posterior corte com navalha de tungsténio em temperatura ambiente, a estrutura
interna dos fios foi quebrada, resultando em imagens com fraturas; estas fraturas podem ser devido a
interacdo da resina com o cabelo, pela passagem da navalha na hora do corte ou por uma combinacao
de ambos fatores. Partindo para a inclusdo dos cabelos em materiais com menor dureza, foram
realizados cortes em baixa temperatura (-30°C) utilizando composto O.T.C como meio de incluséo e
navalha de aco e tungsténio; os cortes realizados com navalha de aco resultaram numa melhor
conservacao da estrutura interna do fio o qual foi constatado pela microscopia eletrénica de varredura
(MEV).
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