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RESUMO 

 

DARIO, M.F. Desenvolvimento e avaliação de eficácia de nanoemulsão catiônica 

bioativa na proteção capilar aos danos foto-oxidativos. 2016. 187f. Tese (Doutorado) 

– Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2016. 

 

A radiação solar, composta por radiação ultravioleta (UV), visível (Vis) e 

infravermelho, é responsável por acelerar os processos de alteração de cor e do 

conteúdo proteico da fibra capilar. Visando contornar este problema, este trabalho 

propõe a incorporação do flavonoide quercetina, de reconhecida atividade antioxidante, 

em uma nanoemulsão catiônica de aplicação capilar. Para tanto, foram desenvolvidas 

formulações contendo quercetina a 0,5% (p/p) pelo método de baixa energia sub-PIT. A 

formulação de menor índice de polidispersão (IPD) foi selecionada e submetida à 

Avaliação de Estabilidade Normal. Neste ensaio, a nanoemulsão foi armazenada em 

diferentes condições de temperatura por 90 dias, sendo analisados: características 

organolépticas, valor de pH, atividade antioxidante, conteúdo de quercetina, diâmetro 

médio de gotícula e potencial zeta. A fotoestabilidade da nanoemulsão envolveu a 

determinação do perfil de absorção e da sua atividade antioxidante após períodos de 

exposição à radiação UV/Vis. Posteriormente, a nanoemulsão foi caracterizada quanto 

aos seguintes parâmetros: eficiência de encapsulamento, perfil reológico, morfologia 

das gotículas por Microscopia Eletrônica de Transmissão Criogênica e Microscopia de 

Força Atômica (AFM). A possível interação entre a quercetina e os demais tensoativos 

presentes na nanoemulsão foi avaliada por Microscopia Confocal de Fluorescência e 

Análise térmica. A segurança da nanoemulsão foi determinada pelo método in vitro 

HET-CAM e por biocompatibilidade cutânea, em voluntários. A eficácia da 

nanoemulsão catiônica na fotoproteção das características da fibra capilar descolorida 

tratada com tintura cores loiro (12.0) ou ruivo (6.66) foi determinada avaliando-se os 

parâmetros cor, tração à ruptura, penteabilidade, fricção, perda proteica, morfologia das 

cutículas e nível de melanina radical por Espectroscopia de Ressonância Paramagnética 

Eletrônica (EPR), sendo calculado o Fator de Proteção Radicalar (FPR). As mechas de 

cabelo tingidas foram expostas à radiação UV/Vis artificial (500 W/m
2
) por até 180 h, 

sendo os parâmetros analisados antes e após o período de exposição. A nanoemulsão 

selecionada pelo reduzido IPD apresentava diâmetro médio de gotícula e potencial zeta 

iguais a 24,97±0,30 nm e 19,6±2,19 mV, respectivamente. Na Avaliação de 

Estabilidade Normal, a nanoemulsão armazenada a 45,0±2,0
o 

C apresentou alterações 

significativas de todos os parâmetros avaliados, exceto potencial zeta, sendo que a 

elevação do diâmetro médio de gotícula acarretou em perda da transparência. A 
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oxidação da quercetina e a instabilidade do tipo Ostwald ripening (ω3) foram as 

responsáveis pelas modificações observadas. No armazenamento a 5,0±2,0
o 

C, a 

nanoemulsão manteve todos os parâmetros inalterados, mas a 25±2,0
o 

C houve elevação 

discreta do diâmetro médio de gotícula, sem perda da funcionalidade. A nanoemulsão 

apresentou elevada fotoestabilidade, sem alteração da atividade antioxidante após 

exposição ao UV/Vis. A caracterização da nanoemulsão mostrou que a eficiência de 

encapsulamento foi de 99,8%, no mínimo, a formulação apresentou típico 

comportamento newtoniano e as gotículas apresentavam formato esférico. As imagens 

obtidas por Microscopia Confocal de Fluorescência e o ensaio de Análise térmica 

mostraram que a quercetina se encontra dentro das gotícula atuando, também, como co-

tensoativo, por interagir com os tensoativos, além de exercer sua função antioxidante. A 

nanoemulsão foi classificada como levemente irritante (método HET-CAM), sendo esse 

baixo potencial de irritação corroborado pelo teste de biocompatibilidade cutânea. Na 

avaliação de eficácia, observou-se que a nanoemulsão protegeu a cor total (dE*) do 

cabelo tingido de loiro em 54%, e elevou a alteração da cor do cabelo tingido de ruivo 

em 47% (t = 180 h) em comparação à mecha controle. Além disso, a nanoemulsão 

melhorou a penteabilidade e reduziu os coeficientes de fricção. A radiação UV/Vis 

provocou elevada perda proteica e redução da espessura das cutículas em 

aproximadamente 50%. Concluiu-se, pelos resultados obtidos, que as moléculas que 

compoem a tintura capilar, principalmente os pigmentos mais escuros, atuaram como 

filtros solares, pois elas protegeram as estruturas proteicas da fibra. A nanoemulsão 

apresentou FPR igual a 3,31 e 4,14, para as mechas tingidas de loiro e ruivo, 

respectivamente. O FPR indica a capacidade de uma formulação em reduzir o nível de 

radicais livres formados por indução da radiação UV/Vis, um dos fatores que induzem 

alterações na fibra capilar tingida. Assim, considerando que a radiação UV/Vis atua 

tanto por mecanismos diretos quanto indiretos, e que alterações significativas de cor 

foram observadas mesmo quando o nível de radicais livres foi reduzido pela ação da 

quercetina, deve ser incorporada à formulação fotoprotetora capilar filtros solares 

associados a antioxidantes nanoestruturados. Tais filtros devem ficar aderidos à 

cutícula, de modo a protegê-la da degradação proteica e reduzir a entrada de radiação 

para o interior da fibra capilar, local onde os antioxidantes nanoestruturados devem 

atuar como uma segunda linha de defesa.  

 

Palavras-chave: condicionador, nanoemulsão, cabelo, oxidação, radiação ultravioleta. 



ABSTRACT 

 

DARIO, M.F. Development and evaluation of the effectiveness of bioactive cationic 

nanoemulsion in protecting hair photo-oxidative damage. 2016. 187f. Thesis (Ph.D.) 

- Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of São Paulo, São Paulo, 2016. 

 

The solar radiation, comprising ultraviolet (UV), visible (VIS) and infrared, is 

responsible for accelerating color and protein content changes in the hair fiber. In order 

to avoid this problem, this work proposes the incorporation of the flavonoid quercetin, a 

recognized antioxidant molecule, in a cationic nanoemulsion for hair application. For 

this, formulations containing quercetin 0.5% (w/w) were developed by the low-energy 

sub-PIT method. The formulation with a lower polydispersity index (PDI), which had 

HLB value (Hydrophilic-Lipophilic Balance) equal to 12.5 was selected and subjected 

to the Normal Stability Test. In this assay, the nanoemulsion was stored under different 

temperature conditions for 90 days, and the following parameters were analyzed: 

organoleptic properties, pH, antioxidant activity, quercetin content, average droplet 

diameter and zeta potential. The photostability of the nanoemulsion involved the 

determination of the absorption profile and its antioxidant activity after periods of 

exposure to UV/Vis radiation. Subsequently, the nanoemulsion was characterized 

according to the following parameters: encapsulation efficiency, rheological profile, 

morphology of the droplets by Cryogenic Transmission Electron Microscopy and 

Atomic Force Microscopy (AFM). The possible interaction between quercetin and other 

surfactants present in the nanoemulsion was evaluated by Confocal Fluorescence 

Microscopy and thermal analysis. The safety of the nanoemulsion was assessed by the 

in vitro HET-CAM method and by cutaneous biocompatibility in volunteers. The 

photoprotection effectiveness of the bioactive cationic nanoemulsion was evaluated in 

blond (color 12.0) and auburn (color 6.66) dyed hair fibers by assessing the parameters: 

color, tensile break, combing, friction, protein loss, morphology of cuticles and level of 

melanin radical by Electron Paramagnetic Resonance Spectroscopy (EPR). The Radical 

Hair Protection Factor (RHF) was calculated. Dyed hair tresses were exposed to UV/Vis 

artificial radiation (500 W/m
2
) for 180 h. The parameters were analyzed before and after 

the exposure period. The nanoemulsion selected due to its reduced PDI had an average 

droplet diameter and zeta potential equal to 24.97±0.30 nm and 19.6±2.19 mV, 

respectively. In the Normal Stability Test, the nanoemulsion stored at 45.0 ± 2.0º C 

showed significant changes in all parameters except zeta potential, and the increase in 

the average droplet diameter resulted in the loss of transparency. Oxidation of quercetin 

and Ostwald ripening instability (ω3) were responsible for the changes. At 5.0 ± 2.0º C, 
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the nanoemulsion kept all parameters unchanged, but at 25.0±2.0º C there was a slight 

increase in the average droplet diameter without loss of functionality. The 

nanoemulsion showed high photostability since antioxidant activity was not altered after 

UV/Vis exposure. The characterization of the nanoemulsion showed that the 

encapsulation efficiency was 99.8% at least, the formulation showed typical Newtonian 

behavior and droplets were spherical. The images obtained by Confocal Fluorescence 

Microscopy and thermal analysis showed that quercetin was within the droplet acting, 

also, as a cosurfactant, due to the interaction with the surfactants. The nanoemulsion 

was classified as slightly irritating (HET-CAM method), and this low irritation potential 

was supported by the cutaneous biocompatibility assay. The photoprotective 

effectiveness evaluation showed that the nanoemulsion protected the total color (dE*) of 

blond dyed hair in 54%, but raised the color change of auburn dyed hair in 47% (t = 180 

h). In addition, the nanoemulsion improved combability and reduced coefficients of 

friction. UV/Vis radiation caused high protein loss and reduced cuticle thickness by 

approximately 50%. It was concluded that the molecules that compose hair dye, 

especially the darker pigments, acted as sun filters because they protected the protein 

structures of the hair fiber. The nanoemulsion showed RHF equal to 3.31 and 4.14 for 

blond and auburn dyed hair, respectively. The RHF indicates the ability of a formulation 

to reduce the level of free radicals formed by UV/Vis induction, one of the factors that 

induce changes in the dyed hair fibers. Thus, considering that the UV/Vis radiation acts 

by direct and indirect mechanisms and that significant changes in color were observed 

even when the level of free radicals has been reduced by the quercetin, chemical filters 

should be incorporated into hair formulations associated with nanostructured 

antioxidants in order to fully protect hair fiber. Such filters must be attached to the 

cuticle, protecting it from protein degradation and reducing the radiation input into the 

hair fiber, where the nanostructured antioxidants must act as a second line of defense. 

 

Key-words: conditioner, nanoemulsion, hair, oxidation, ultraviolet radiation 
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O mercado mundial de produtos para cabelos, que compreende principalmente 

xampus, condicionadores e tinturas capilares, movimentou cerca de US$ 81 bilhões no 

ano de 2015 (STATISTA, 2016), atingindo a segunda colocação no ranking global 

(valor de venda), abaixo apenas dos cosméticos destinados à pele. As mulheres 

preocupam-se muito com a aparência dos cabelos, o que justifica o mercado cada vez 

mais ascendente, o grande volume de exportações e importações, e a importância de 

pesquisa na área, tanto por parte da indústria quanto pelo meio acadêmico. Segundo o 

Caderno de Tendências 2014-2015, publicado pela ABIHPEC (Associação Brasileira da 

Indústria de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos), a venda de produtos para 

cabelos correspondeu a 21,6% do faturamento em 2012 e estima-se que o valor de 

consumo deverá aumentar 11,7% entre 2012 e 2017, sendo atualmente o maior mercado 

em valor no Brasil (ABIHPEC, 2013).  

O investimento mundial em pesquisa e desenvolvimento de produtos 

nanotecnológicos vem crescendo substancialmente desde o ano 2000, sendo os europeus 

os maiores investidores na área, seguido pelos asiáticos e norte-americanos. Estima-se 

que o mercado mundial de produtos com base nanotecnológica atingirá US$ 75,8 

bilhões até 2020 (PRNEWSWIRE, 2015). O mercado global de produtos do tipo drug 

delivery de base nanotecnológica foi avaliado em US$ 4,1 bilhões em 2014 e deverá 

alcançar US$ 11,9 bilhões em 2023 (TRANSPARENCY MARKET RESEARCH, 

2016). Portanto, o desenvolvimento de produtos com base nanotecnológica é 

fundamental e estratégico do ponto de vista de atuação no mercado internacional, 

incluindo o setor de cosméticos.  

No Brasil, o investimento na área de nanotecnologia ainda é muito discreto, 

sendo que, de 2000 a 2007, o investimento na esfera federal alcançou apenas R$ 195 

milhões, o que representou 5% do total gasto em pesquisa no período (NANOTECH, 

2009). Dentro deste panorama, a expectativa era de que o governo brasileiro investisse 

R$ 300 milhões em 2014, dobrando o investimento realizado em 2013 (MINISTÉRIO 

DA CIÊNCIA, 2014), porém não foram encontradas novas informações.  

A indústria cosmética possui diversas patentes relacionadas à Nanotecnologia 

aplicada a fotoprotetores, condicionadores capilares, xampus, maquiagem, produtos 

pós-barba, hidratantes, desodorantes e perfumes. Porém, a pesquisa acadêmica aplicada 

ao estudo e desenvolvimento de produtos nanotecnológicos para aplicação em cabelos 

ainda é limitada, visto haverem poucos trabalhos publicados na área, o que demonstra a 

carência e necessidade de pesquisa científica nesse campo (NASIR, 2009; MU; 
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SPRANDO, 2010). Dentro deste contexto, a fotoproteção capilar é um tema relevante, 

pois diversos pesquisadores demonstraram os efeitos negativos que a radiação solar em 

excesso pode provocar na fibra capilar. 

A radiação solar altera negativamente as propriedades de cor, tanto de cabelos 

naturais como tingidos, por mecanismos pouco esclarecidos na literatura científica, 

sendo o mais aceito o efeito da radiação na indução da produção de espécies reativas de 

oxigênio (ERO) que, a princípio, são os responsáveis pela maioria das alterações 

observadas. Portanto, a utilização de substâncias antioxidantes poderia evitar ou 

diminuir muitos dos efeitos negativos da radiação solar sobre os cabelos (NOGUEIRA 

et al., 2007; CHEN et al., 2013; DARIO et al., 2013; RICHENA et al., 2014).  

Atualmente, os antioxidantes de origem vegetal, principalmente os flavonoides, 

têm sido muito estudados em formulações cosméticas, devido a aspectos como 

segurança e eficácia. O flavonoide quercetina, muito consumido na dieta humana por 

estar presente em elevadas concentrações nos alimentos, será objeto de estudo neste 

trabalho por diversas razões, entre elas sua reconhecida atividade antioxidante. Sabe-se 

que a quercetina, derivado da rutina, age por três vias diferentes, o que amplia sua ação 

antioxidante, pois inibe a formação das ERO em três etapas: iniciação (pela interação 

com íons superóxidos), na formação de radicais hidroxila (por quelar íons de ferro) e na 

peroxidação lipídica (por reagir com radicais peróxido de lipídeos) (BEHLING et al., 

2004). 

Portanto, baseando-se no cenário mundial apresentado e nas características dos 

flavonoides, torna-se interessante e inovador o desenvolvimento de sistemas 

nanoestruturados catiônicos contendo quercetina para aplicação em cabelos, visando à 

proteção de suas propriedades quando expostos à radiação ultravioleta.  
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2.1 Objetivo Geral 

Desenvolver nanoemulsão catiônica estável contendo o flavonoide quercetina, 

em elevada proporção, por processo derivado do método de Temperatura de Inversão 

de Fase (PIT) e avaliar sua eficácia fotoprotetora (métodos físicos, físico-químicos e 

químicos) em mechas de cabelos tingidas de cor ruivo ou loiro expostas à radiação 

ultravioleta. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 Otimizar o método de obtenção da nanoemulsão catiônica, determinando 

o valor de EHL (Equilíbrio Hidrófilo-Lipófilo) do sistema; 

 Submeter a nanoemulsão aos ensaios de Avaliação de Estabilidade 

Preliminar e Normal, e Fotoestabilidade; 

 Caracterizar a nanoemulsão de acordo com tamanho de gotícula, 

potencial zeta, eficiência de encapsulamento, perfil reológico e morfologia; 

 Avaliar o perfil de segurança da nanoemulsão empregando método 

alternativo in vitro e método in vivo;  

 Avaliar a eficácia da nanoemulsão na fotoproteção de mechas de cabelo 

tingidas, de cor ruivo ou loiro, quanto aos efeitos oxidativos da radiação ultravioleta.  
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3.1 Fibra capilar 

3.1.1 Morfologia 

O cabelo é constituído de quatro camadas (partes): cutícula, córtex, medula 

(pode estar presente ou não) e complexo da membrana celular (CMC) (WILKINSON; 

MOORE, 1990) (Figura 1). Produtos cosméticos como xampus, condicionadores, 

fotoprotetores, fixadores e estilizantes, nas diversas formas de apresentação, depositam-

se na cutícula, componente responsável pelo aspecto visual e propriedades táteis da 

fibra capilar (HALAL, 2009).  

 

Figura 1. Esquema da estrutura da fibra capilar, ilustrando as subestruturas do córtex e 

da cutícula (ROBBINS, 2012) 

 

A cutícula é constituída por uma camada de células planas, cornificadas, 

sobrepostas, despigmentadas, tipo escama, que se organizam de maneira semelhante às 

“telhas de um telhado”, formando placas longas e finas, com 0,3 a 0,5 µm de espessura 

e 45 µm de largura, com 6-10 camadas de células. Estas são formadas, basicamente, por 

queratina, proteína que têm a cisteína como principal aminoácido, responsável pelas 

pontes de dissulfeto (S-S), que formam a cistina relacionada com uma rede 

tridimensional com alta densidade de ligações cruzadas. Sua disposição, em camadas 

sobrepostas, garante ao cabelo certa resistência ao ataque de agentes químicos 

(coloração, alisantes químicos e permanentes) e reflexão da luz, responsável pelo brilho 

da fibra capilar (FEUGHELMAN, 1997; HALAL, 2009).  
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A célula cuticular possui subcomponentes laminares intracelulares, responsáveis 

pela resistência da fibra química capilar, que podem ser divididos em epicutícula, 

camada A (também denominada exocutícula “A”), exocutícula (ou exocutícula “B”), 

endocutícula, como apresentado na Figura 2.  

A epicutícula, também denominada camada F, é a camada mais externa da fibra 

capilar. É constituída por ácidos graxos, em particular o ácido 18-metil-eicosanoico (18-

MEA) e uma matriz proteica. Os ácidos graxos localizados na epicutícula são 

responsáveis pelo comportamento repelente à água (hidrofóbico) da cutícula 

(POPESCU; HOCKER, 2007). Abaixo da epicutícula encontra-se a camada A, 

constituída por material amorfo rico em cistina (> 30%). Na sequência, observa-se a 

exocutícula B, que também possui elevada concentração de cistina (~15%), mas de 

estrutura diferente à observada na camada A. Anexo à exocutícula B, localiza-se a 

endocutícula, que contem restos de organelas celulares e pode ser degradada por 

enzimas proteolíticas. (FEUGHELMAN, 1997; HALAL, 2009).  

 

Figura 2. Detalhe das camadas que compõem a cutícula (FEUGHELMAN, 1997) 

 

 

O CMC é uma camada que une as células da cutícula ao córtex, sendo formado 

pelo cimento intercelular (Figura 1 e Figura 2), também denominado camada δ (delta), 

em associação com as membranas das células cuticulares. O cimento intercelular 

apresenta, em sua composição, proteínas não-queratinosas com baixo conteúdo de 

enxofre e elevado de aminoácidos polares que devem interagir com a água presente no 

meio. Sua composição permite o transporte intercelular de substâncias para o interior da 

fibra capilar, principalmente macromoléculas (WEIGMANN; KAMATH, 1999). 

Há duas rotas preferenciais de penetração de substâncias para o interior da fibra 

capilar: transcelular e intercelular. A rota transcelular descreve uma via através de 



36 

3. REVISÃO DA LITERATURA  

 

 

regiões da camada cuticular contendo baixo ou elevado conteúdo de enxofre. Esta via é 

importante especialmente para pequenas moléculas hidrofílicas. Uma via alternativa é a 

intercelular, por meio do CMC, utilizada por moléculas hidrofóbicas de elevado peso 

molecular ou moléculas apolares. Em geral, a difusão de moléculas para o córtex ocorre 

por uma combinação das duas rotas (KELCH et al., 2000).  

O córtex, localizado abaixo da cutícula (Figura 3) ocupa a maior área do cabelo 

(75%), sendo formado de células corticais fusiformes contendo poucos micrômetros de 

secção transversal, que se orientam paralelamente à direção da fibra capilar. As células 

corticais são responsáveis pelas propriedades de resistência mecânica e elasticidade da 

fibra capilar, além de possuírem os grânulos de melanina em seu interior, o que confere 

as diferentes tonalidades de cor aos cabelos (WOLFRAM, 2003; HALAL, 2009). 

 

Figura 3. Micrografia eletrônica de transmissão de secção longitudinal de cabelo 

(WOLFRAM, 2003) 

 

 

Há três tipos de células corticais descritos: ortocortical, mesocortical e 

paracortical. As células ortocorticais apresentam baixa relação matriz/filamento 

intermediário (FI). Os FI arranjam-se na forma de espiral, possuem pouca proteína rica 

em cistina, ou seja, existem poucas ligações cruzadas e elevada proporção de proteínas 

ricas em tirosina, e são mais extensíveis e flexíveis. No entanto, as células paracorticais 

apresentam propriedades opostas às descritas para as células ortocorticais, com 

proteínas ricas em enxofre. No mesocórtex, as macrofibrilas organizam-se de maneira 
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hexagonal ou pseudo-hexagonal e apresentam razão matriz/FI intermediária à observada 

entre ortocórtex e paracórtex (ROBBINS, 2012).    

  O arranjo entre as células orto ou paracorticais são responsáveis pela curvatura 

do cabelo, de modo que o ortocórtex localiza-se na porção convexa enquanto o 

paracórtex predomina na região côncava de uma fibra encaracolada.  Já os cabelos lisos 

apresentam uma região central em que predomina o paracórtex, circundada pelo 

ortocórtex (THIBAUT et al., 2007).  

No interior das células corticais, os FI ou microfibrilas, agrupam-se em porções 

denominadas macrofibrilas (Figura 4). Estas unidades são cilíndricas e podem 

apresentar comprimento que varia entre 0,3 µm e a extensão da célula cortical (LEWIS; 

RIPPON, 2013). Dentro das macrofibrilas, uma matriz rica em cistina une as 

microfibrilas, de maneira que, quando as fibras de queratina são estendidas, a 

macrofibrila age como uma unidade mecânica única (FEUGHELMAN, 1997).  

 

Figura 4. Esquema da estrutura hierárquica da fibra capilar, desde a α-hélice, dímeros 

em estrutura helicoidal, microfibrilas, macrofibrilas, célula cortical e fibra de cabelo 

(NEMETH, 2007) 

 

 

Os FI de queratina e as proteínas associadas à queratina (KAP) localizadas na 

matriz são as principais proteínas presentes na fibra capilar. Cada FI é composto por 

quatro domínios α-hélices separados por quatro regiões não-helicoidais, como 

apresentado na Figura 5. Dois FI formam pares de filamentos heteropoliméricos, dando 

origem à estrutura denominada α-queratina dura, por meio da interação entre as 
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denominadas proteínas tipo I e II (DUNN et al., 1998; KREPLAK et al., 2004; LEWIS; 

RIPPON, 2013). 

 

Figura 5. Representação esquemática da estrutura de um filamento intermediário 

(LEWIS; RIPPON, 2013) 

 

 

Os segmentos helicoidais de um FI (compostos por 7 aminoácidos por volta) 

interagem com outro, formando uma α-hélice, por interações do tipo hidrofóbicas, uma 

vez que os resíduos hidrofóbicos dos aminoácidos localizam-se no interior da α-hélice 

(Figura 6) (POPESCU; HOCKER, 2007).   

 

Figura 6. Resíduos de aminoácidos (abcdefg) de um segmento de filamentos 

intermediários de α-hélice, sendo a e d resíduos hidrofóbicos (POPESCU; HOCKER, 

2007) 

 

 

Os grupos laterais interagem uns com os outros, na formação das microfibrilas 

por meio de ligações dissulfídicas, iônicas, hidrofóbicas, peptídicas e de hidrogênio 

(Figura 7) formando uma estrutura semelhante a uma hélice.  Estas proteínas de 

queratina são classificadas de acordo com seu ponto isoelétrico (PI), sendo as tipo I 
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classificadas como ácidas (PI = 4,9 - 5,4) e as tipo II como neutras a básicas (PI = 6,5 – 

8,5) (BRAGULLA; HOMBERGER, 2009). A fibra capilar por ser composta, também, 

pelas proteínas não-queratinizadas, apresenta PI que varia entre 2,45 - 3,17 

(PARREIRA, 1980).  

 

Figura 7. Ligações dissulfídicas, iônicas, hidrofóbicas, peptídicas e de hidrogênio 

observadas entre duas α-hélices, para formação das microfibrilas (POPESCU; 

HOCKER, 2007) 

 

 

No córtex localizam-se os pigmentos naturais tipo melanina presentes na fibra 

capilar. A cor natural do cabelo é resultado do conteúdo total de melanina, diâmetro dos 

grânulos e da proporção dos dois tipos de biopolímeros pertencentes à família da 

melanina: eumelanina (polímero insolúvel que confere o tom negro-marrom) e 

feomelanina (polímero solúvel em meio alcalino que confere o tom amarelo-

avermelhado). Esses pigmentos localizam-se dentro dos grânulos de melanina que se 

formam a partir dos melanócitos presentes na base do folículo piloso, liberados com o 

desenvolvimento da fibra capilar. As diferentes proporções desses dois pigmentos na 

fibra capilar, assim como o conteúdo total de melanina, garante ampla gama de cores 

naturais possíveis e encontradas na população (ROBBINS, 2012).  

A medula, quando presente, localiza-se na região central da fibra capilar e 

contém elevada concentração de lipídeos, mas não possui função definida 

(FEUGHELMAN, 1997; VELASCO et al., 2009).  
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3.1.2 Composição química 

A fibra capilar apresenta composição essencialmente proteica, devido à presença 

da proteína queratina com menor teor de enxofre (50-60 kDa) e as KAP, com maior teor 

de enxofre (10-25 kDa) (ROUSE; DYKE, 2010). Há dois tipos de queratina: mole e 

dura. A queratina mole é encontrada na pele, compondo, principalmente, o estrato 

córneo. No entanto, a queratina dura é encontrada na fibra capilar e unhas, sendo 

resistente à degradação por conter muitos resíduos de cisteína, que permite a formação 

das ligações de dissulfeto. As queratinas duras não se dissolvem em água e são 

altamente resistentes às enzimas proteolíticas. Nas células epidérmicas, a queratina 

representa 30% do peso da camada basal, alcançando 80% no estrato córneo, e 85% no 

fio de cabelo (TOBIN, 2006). 

As fibras capilares livres de água consistem de, aproximadamente, 90-97% de 

proteínas e 2% de lipídeos, sendo o restante composto por ácidos nucleicos, 

carboidratos e substâncias inorgânicas. A análise elementar revela que a fibra possui, 

em massa, 50% de carbono, 7% de hidrogênio, 22% de oxigênio, 16% de nitrogênio e 

5% de enxofre. A elevada porcentagem de enxofre resulta dos altos níveis de cistina 

(formado por ligações dissulfídicas entre dois aminoácidos cisteína, como apresentado 

na Figura 7). Esta característica difere a α-queratina de outras fibras proteicas, como o 

colágeno, por exemplo (POPESCU; HOCKER, 2007). 

A cutícula geralmente apresenta abundante quantidade de resíduos cistina, o que 

explica a resistência desta camada aos agentes externos, enquanto o córtex tem menor 

quantidade deste aminoácido (Quadro 1). Na queratina, a maior parte dos resíduos 

cistina (> 95%) está envolvida em ligações dissulfídicas proporcionando resistência 

mecânica, química e propriedades elásticas (MARSHALL; ORWIN; GILLESPIE, 

1991; POPESCU; HOCKER, 2007). 

Em valores altos de pH observa-se o intumescimento das cutículas devido 

principalmente à ionização dos resíduos aminoácidos diacídicos (ácidos glutâmico e 

aspártico) e repulsão entre os elementos carregados negativamente. O ponto isoiônico 

(pH no qual cátions e anions estão presentes em igual concentração) e o ponto 

isoelétrico (pH em que a mobilidade eletroforética é zero) são propriedades 

fundamentais em diversos tratamentos químicos, como tintura, descoloração e 

alisamento capilares (MOREL; CHRISTIE, 2011), que depende da composição da fibra. 

O ponto isoiônico do cabelo encontra-se em pH 5,8 ± 1,0 e o isoelétrico em pH entre 

2,45 - 3,17 (PARREIRA, 1980), como citado anteriormente.  
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Os lipídeos presentes na estrutura da fibra capilar são compostos principalmente 

de ácidos graxos, esteróis, ceramidas, triglicérides e glicolipídeos. Os ácidos graxos são, 

principalmente, do tipo saturado (C14-C24), em especial encontram-se os ácidos graxos 

palmítico e esteárico (MARSHALL; ORWIN; GILLESPIE, 1991).   

 

Quadro 1. Composição de aminoácidos da fibra capilar total, córtex e cutícula (µmol/g) 

(POPESCU; HOCKER, 2007) 

Aminoácido Cabelo total Córtex Cutícula 

Ácido cisteico 32 27 59 

Ácido aspártico e asparagina 399 416 300 

Treonina 544 580 412 

Serina 967 850 1628 

Ácido glutâmico e glutamina 916 930 848 

Prolina 588 532 900 

Glicina 437 368 836 

Alanina 347 370 50 

Valina 405 374 644 

Meia-cistina 1435 1350 1880 

Metionina 13 9 39 

Isoleucina 174 172 186 

Leucina 457 466 404 

Tirosina 158 162 134 

Fenilalanina 124 126 115 

Lisina 196 172 331 

Histidina 62 65 53 

Arginina 466 496 289 

 

Outro composto presente na fibra capilar são os pigmentos, formados por 

polímeros sintetizados a partir da tirosina, que é transformada em dopaquinona e, 

seguindo diferentes rotas de síntese, são transformados nos monômeros que se 

polimerizam para formar a feomelanina e eumelanina (Figura 8 e 9). A feomelanina 

confere ao cabelo cores que variam do amarelo ao vermelho, e a eumelanina, do preto 

ao marrom. Assim, a cor final da fibra capilar depende da proporção entre esses dois 

polímeros (POPESCU; HOCKER, 2007). 

As melaninas agem como fotoprotetores naturais da fibra capilar por estarem 

presentes no córtex, protegendo a estrutura proteica e lipídica da oxidação. Porém, neste 

processo, elas se oxidam promovendo alteração de cor do cabelo virgem, causando 

principalmente sua descoloração (NOGUEIRA; JOEKES, 2004).    
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Figura 8. Rotas de síntese de eumelanina e feomelanina a partir de tirosina 

(MALATHI; THAPPA, 2013) 

 

 
 

 

 

Figura 9. Estrutura química da eumelanina (A) e feomelanina (B). As setas indicam a 

continuação da estrutura do polímero (ITO; WAKAMATSU, 2008) 

 

                 

            A                                                                            B 
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3.1.3 Tintura capilar  

As tinturas capilares são muito utilizadas, principalmente pelo público feminino, 

com a finalidade de modificar a cor natural dos cabelos ou mascarar as alterações 

fisiológicas decorrentes de aspectos genéticos e/ou processo de envelhecimento. A 

coloração baseia-se em sistemas temporários, semi-permanentes ou oxidativos (Kirk-

Othmer Chemical Technology of Cosmetics, 2012).  

As tinturas temporárias são compostas por moléculas ácidas de elevado peso 

molecular, solúveis em água, e que não penetram a cutícula, mas se depositam nas 

camadas superficiais (Figura 10). Estas tinturas permanecem nos cabelos por no 

máximo uma semana, em função dos processos de lavagem, sendo utilizadas com a 

finalidade de adicionar nuances, remover tons amarelados de cabelos grisalhos e cobrir 

pequenas porções (menos de 15%) de cabelos brancos (MOREL; CHRISTIE, 2011).  

 

Figura 10. Mecanismo de coloração temporária (PINHEIRO et al., 2002) 

 

Legenda: (A) Molécula do corante temporário adsorvida à superfície da fibra capilar 

 

No sistema semi-permanente, o corante possui tamanho de molécula 

intermediário, sendo capaz de atravessar a cutícula e depositar-se no córtex (Figura 11). 

Neste caso, assim como no sistema permanente, é necessário promover a abertura das 

cutículas por meio de agentes alcalinizantes, para que o corante atinja o córtex. Apesar 

da penetração, as moléculas da tintura são removidas da fibra capilar mais facilmente, 

após oito a dez lavagens (PINHEIRO et al., 2002; LOCKE; JACHOWICZ, 2005).  
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Figura 11. Mecanismo de coloração semi-permamente (PINHEIRO et al., 2002) 

 

Legenda: (A) Molécula do corante semi-permanente adsorvida à superfície da fibra capilar 

 

As tinturas oxidativas são as mais utilizadas, sendo classificadas em sistemas 

auto-oxidativo, demipermanente ou permanente (HARRISON; SINCLAIR, 2003).  

No sistema auto-oxidativo são utilizados compostos da classe dos 

triidroxibenzenos, diidroxianilinas e difenilaminas que se oxidam na presença do 

oxigênio atmosférico, sem a necessidade de adição de um agente oxidante, como o 

peróxido de hidrogênio. Porém, como este tipo de tintura altera a cor do cabelo de 

forma progressiva e não se encontra disponível em grande variedade de cores, não é 

muito utilizado (TOBIN, 2005).   

A diferença entre os sistemas permanente e demipermanente está no tipo de 

agente alcalinizante e concentração de peróxido de hidrogênio, o que resulta em 

diferentes cores, capacidade de cobertura de fios brancos e de clareamento.  

As tinturas demipermanentes, também denominadas semi-permanentes de longa 

duração, utilizam, geralmente, 2% de peróxido de hidrogênio e baixos níveis de 

alcalinizante (geralmente monoetanolamina, mas não hidróxido de amônio), não se 

depositando totalmente no córtex, devido à abertura parcial das cutículas. Esse tipo de 

tintura resiste, em geral, a 24 lavagens. São usadas para escurecer os cabelos naturais ou 

cobrir os cabelos brancos em até 50%, não apresentando capacidade de clarear 

efetivamente os fios (DRAELOS, 2010; Kirk-Othmer Chemical Technology of 

Cosmetics, 2012; FRANÇA et al., 2015).  

As tinturas permanentes utilizam até 6% de peróxido de hidrogênio (20 

volumes), apresentam valor de pH entre 9,0 - 10,5 devido à incorporação do hidróxido 

de amônio como agente alcalinizante. Isso propicia o clareamento dos cabelos e 

promove a abertura das cutículas em certo grau que permite que as moléculas de tintura 

atinjam o córtex efetivamente. Esta tintura permite cobertura total dos fios brancos, 
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sendo disponibilizada nas mais variadas cores e tonalidades (DRAELOS, 2010; 

FRANÇA et al., 2015). 

Este sistema é o mais utilizado entre os sistemas oxidativos, baseia-se na reação 

de precursores, de baixa massa molar, dentro da fibra capilar, sob condições específicas. 

Neste sistema, são necessários três componentes: o intermediário primário (p-

fenilenodiamina, p-aminofenol e seus derivados), o acoplador (geralmente um composto 

aromático contendo grupos doadores de elétrons em posição meta, como m-

fenilenodiaminas, resorcinol, naftols e seus derivados), um agente oxidante (geralmente 

o peróxido de hidrogênio) e um alcalinizante (como hidróxido de amônio) (MOREL; 

CHRISTIE, 2011).  

O precursor deve ter tamanho de molécula pequeno para penetrar na cutícula e 

atingir o córtex, onde deve ocorrer o processo de polimerização, a partir da reação com 

as moléculas acopladoras, de maneira que o pigmento formado deve ter massa molar 

suficientemente elevada para não deixar a fibra capilar com facilidade (Figura 12). O 

hidróxido de amônio, um dos componentes desse sistema, alcaliniza o meio em valor de 

pH 9,0 - 10,5 e age promovendo o intumescimento e abertura das cutículas, como citado 

anteriormente, facilitando a penetração dos precursores e do peróxido de hidrogênio. A 

alcalinização do meio propicia a reação de oxidação dos precursores, tornando-os 

efetivamente pigmentos de alta massa molar (FEUGHELMAN, 1997).  

 

Figura 12. Mecanismo de coloração permanente (PINHEIRO et al., 2002) 

 

Legenda: (A) corante de pequena massa molar que reage com o acoplador (B), em condições 
alcalinas, o que desencadeia a reação de polimerização do corante, originando um pigmento de 

elevada massa molar 

 

Os sistemas de coloração oxidativos, devido ao seu mecanismo de ação, 

provocam danos à fibra capilar, principalmente à cutícula, podendo causar, inclusive, 
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perda total dessa camada, desencadeando redução de maciez e brilho e aumento do 

esforço necessário para pentear (HARRISON; SINCLAIR, 2003).  

A cor artificial dos cabelos pode ser alterada por procedimentos de lavagem, mas 

também, por efeito da radiação solar. Assim, torna-se necessário estudar os mecanismos 

de proteção da fibra capilar contra os efeitos deletérios da radiação solar com a 

finalidade de reduzir o número de reaplicações do produto na fibra capilar e/ou manter a 

cor original, evitando prejuízo nas características como penteabilidade, maciez, e 

conteúdo de proteínas provocado por reaplicações sucessivas de tintura capilar (AHN; 

LEE, 2002). 

 

3.1.4 Efeitos da radiação solar 

O espectro eletromagnético compreende uma ampla faixa de frequências, e a 

tecnologia atualmente disponível permite gerar ou detectar radiação eletromagnética 

com frequência que se estende de 1 a 1024 Hz. Porém, apenas parte desse espectro é 

emitida pelo sol e atinge a superfície terrestre, compreendendo parte da radiação 

ultravioleta (UV) (280-400 nm), radiação visível (Vis) (400-700 nm) e infravermelha 

(IV) (750-2800 nm). A radiação UV pode ser subdividida em três faixas, de acordo com 

o comprimento de onda: UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) e UVC (100-280 nm). 

A camada de ozônio é capaz de bloquear a entrada da radiação UVC, permitindo a 

passagem de 1 - 10% da UVB e 90 - 99% da UVA (NARAYANAN; SALADI; FOX, 

2010; SCHUCH et al., 2013).  

A radiação UVB possui a capacidade de penetrar aproximadamente 5 µm na 

fibra capilar, sendo que a intensidade decai abaixo disto. Assim, considerando que as 

cutículas do cabelo intacto possuem de 6 - 10 camadas, cada uma com 0,3 - 0,5 µm, esta 

radiação não é capaz de atingir integralmente o córtex, mas pode causar alterações 

estruturais nas cutículas, ao contrário da radiação UVA, que atinge o córtex 

profundamente (JEON; PI; LEE, 2008).  

Muito se discute sobre os efeitos da radiação UV nas fibras capilares, porém não 

há consenso na literatura em relação aos efeitos particulares das diferentes faixas de 

radiação (UVA, UVB, visível e IV) nas características da fibra capilar.  

O primeiro evento que ocorre no cabelo quando se inicia a exposição à radiação 

solar é a absorção de luz pela fibra. Como os cromóforos mais significativos das 

proteínas (aminoácidos triptofano e tirosina e as ligações de dissulfeto presentes entre as 

cisteínas) absorvem na faixa do UVB, os comprimentos de ondas na faixa do UVA e 
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visível não deveriam causar danos diretos às proteínas. Dentre todos os cromóforos 

presentes na queratina somente o triptofano absorve significativamente no UVB e, 

portanto, apresenta maiores chances de ser fotolábil (PANDE; JACHOWICZ, 1993). 

Devido a essa característica, o triptofano pode ser utilizado como marcador de 

fotodegradação da fibra capilar, principalmente da cutícula, mas também do córtex 

(DYER et al., 2010; FERNANDEZ et al., 2012a).  

O efeito mais importante da radiação solar é a redução da resistência mecânica 

da fibra capilar, devido à quebra da ligações dissulfídicas (DRAELOS, 2006). Porém, 

visualmente, a alteração de cor dos cabelos é mais facilmente percebida como resultado 

de reações foto-oxidativas tanto em cabelos naturais quanto em tingidos, por meio da 

indução da formação de espécies reativas de oxigênio (ERO). Tais moléculas estão 

associadas à produção de oximelanina a partir da melanina, assim como à oxidação dos 

pigmentos artificiais (presentes nas tinturas) (QU; KIRSCHENBAUM; BORISH, 2000; 

LOCKE; JACHOWICZ, 2005).  

A melanina, principalmente em baixos comprimentos de onda, promove certa 

proteção fotoquímica às proteínas presentes no córtex da fibra capilar absorvendo, 

filtrando e dissipando a energia sob a forma de calor. Sua capacidade de absorção de 

energia relaciona-se à presença de grupos carbonila conjugados e duplas ligações, 

propriedade observada também nos filtros solares químicos (NOGUEIRA; JOEKES, 

2004).  Além de reter parte da radiação, as melaninas imobilizam muitos radicais livres 

formados durante a exposição à radiação UV, como O2
-
 e H2O2, evitando o transporte 

destas ERO até a matriz queratinizada. Porém, durante esse processo, os pigmentos 

(eumelanina ou feomelanina) são oxidados (HOTING; ZIMMERMANN; HOCKER, 

1995; NOGUEIRA; JOEKES, 2004).   

Os cabelos brancos ou grisalhos, devido à ausência ou reduzida quantidade de 

melanina, respectivamente, são mais susceptíveis aos danos causados pela radiação UV, 

apresentando maior taxa de quebra de ligações dissulfídicas e, consequentemente, 

menor resistência mecânica (DRAELOS, 2006), sendo os que mais necessitam de 

fotoproteção.  

Os cabelos negros possuem maior quantidade de eumelanina em relação à 

feomelanina, ao contrário dos cabelos castanho-claros, que apresentam quantidade 

considerável de feomelanina, e dos cabelos loiros que possuem pequenas quantidades de 

eumelanina. Devido às variadas quantidades relativas dos dois pigmentos nos cabelos, o 

efeito das radiações também pode ser diferente. Hoting e colaboradores demonstraram 
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que os cabelos negros têm sua cor alterada (são clareados) quando expostos à radiação 

visível ou total (UVA + UVB + visível + IV) (HOTING; ZIMMERMANN; HOCKER, 

1995). Porém mechas castanho-claras, que apresentam menor proporção de eumelanina 

que os cabelos negros, são alteradas por todos os tipos de radiação, exceto IV, e 

particularmente por UVA e visível. Isso indica que a eumelanina possui maior 

fotoestabilidade em relação à feomelanina, provavelmente devido ao grupo quinona 

presente na estrutura deste polímero.     

Segundo Wakamatsu e colaboradores, a radiação UVA é a maior responsável 

pela produção das ERO, que se relacionam à oxidação da porção indolquinona da 

eumelanina e conversão da porção benzotiazina da feomelanina a benzotiazol 

(WAKAMATSU et al., 2012). Essas alterações estruturais, principalmente as ocorridas 

na eumelanina, são responsáveis pelo fenômeno de foto-clareamento observado nos 

cabelos naturais expostos à radiação solar. Essas ERO são geradas pela reação entre o 

oxigênio molecular (O2) e a melanina radical (formada após a interação da melanina 

com radiação UV-Vis). Esta reação, assim como outras que ocorrem em sequência 

(reações em cadeia), são apresentadas nas reações 1 a 3 (QU; KIRSCHENBAUM; 

BORISH, 2000).  

 

Melanina + hʋ → Melanina*                                    (reação 1) 

Melanina*  + O2  → Melanina oxidada  + O2
.-                                  

(reação 2) 

Melanina + O2
.-  
→ Melanina oxidada  + H2O2                                 (reação 3) 

  

Legenda: h = constante de Planck; ʋ = frequência da radiação 

 

Porém, segundo Signori (2004), a radiação visível é a maior responsável pela 

modificação da cor natural da fibra capilar, por promover a degradação dos grânulos de 

melanina, enquanto a radiação UV causa alterações nas proteínas presentes, o que 

afetaria as propriedades mecânicas (SIGNORI, 2004). Segundo Fernández e 

colaboradores, a radiação UVA promove a geração de ERO, enquanto a UVB degrada 

os pigmentos de melanina e modifica as propriedades mecânicas, pois promove a 

quebra das ligações dissulfídicas de cistina presentes na queratina, o que enfraquece a 

fibra capilar (FERNANDEZ et al., 2012b).   

Portanto, sabe-se que a radiação solar provoca danos à fibra capilar, alterando 

negativamente suas características de cor, conteúdo proteico e, consequentemente, afeta 
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suas propriedades mecânicas, como tração à ruptura e elasticidade. Porém, as alterações 

de cor são mais perceptíveis na fibra capilar tingida pois a dose de radiação necessária 

para promover esse efeito é cerca de 20 vezes menor que a requerida pela fibra natural, 

já que a melanina é uma substância fotoprotetora (Figura 13). Além disso, os tons de 

tintura vermelhos (ruivos claros, médios e intensos) são os que apresentam as alterações 

de cor mais pronunciadas (LOCKE; JACHOWICZ, 2005).  

 

Figura 13. Danos estruturais causados pela radiação e alteração de cor em função da 

dose de radiação (LOCKE; JACHOWICZ, 2005) 

 

 

 

Segundo Locke & Jachowicz (2005), cabelos brancos submetidos à tintura (tom 

ruivo) apresentaram maiores alterações de cor que os castanhos descoloridos que, por 

sua vez, apresentaram maiores danos que cabelos naturais tom castanho, quando 

expostos à radiação solar artificial (LOCKE; JACHOWICZ, 2005). Este fato ocorreu 

pela presença de melanina com ação fotoprotetora nos cabelos pouco descoloridos ou 

naturais, em relação aos cabelos brancos, que apresentam reduzida quantidade de 

melanina. 

Portanto, os danos observados dependem de diversos fatores, como: cor natural 

do cabelo submetido ao processo de tingimento (os pigmentos naturais persistentes no 

cabelo tingido ou clareado promovem fotoproteção), número de procedimentos de 

lavagem e faixas de comprimento de onda estudadas (UVA, UVB, visível, IV ou 

radiação solar total) (HOTING; ZIMMERMANN, 1997). O Quadro 2 apresenta um 



50 

3. REVISÃO DA LITERATURA  

 

 

resumo dos principais trabalhos publicados, nos últimos anos, sobre os efeitos das 

diferentes faixas de radiação em mechas de cabelo, sob diversas condições.  

Além de alterações de cor, os raios UV causam alterações na estrutura mecânica 

e propriedades sensoriais do cabelo, como textura, promovendo o ressecamento da fibra, 

o aumento de porosidade e a perda de maleabilidade. A radiação afeta profundamente a 

estrutura da queratina, incluindo a foto-oxidação dos aminoácidos, esteróis e ácidos 

graxos, resultando em ruptura de ligações de enxofre, decomposição de lipídeos, 

diminuição de melaninas, assim como numerosas lesões micro-moleculares 

(HERRLING; JUNG; FUCHS, 2008). 
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3.1.5 Fotoproteção capilar 

Os pigmentos pertencentes à família das melaninas possuem a propriedade de 

proteger a fibra capilar e, também, a pele dos efeitos negativos da radiação solar. As 

melaninas são uma fonte de fotoproteção endógena que, ao interagirem com a radiação 

solar, transformam-se em oximelaninas, o que acarreta em clareamento da fibra. Os 

pigmentos naturais previnem quebras das pontes de dissulfeto, preservando a força 

mecânica do cabelo, porém nesse processo podem ocorrer alterações de cor 

(DRAELOS, 2006).  

Mechas de cabelo pouco pigmentadas naturalmente apresentam maiores danos 

mecânicos quando expostos à radiação, quando comparados a mechas naturais de cor 

castanho, o que indica a fotoproteção natural promovida pela melanina, principalmente 

a eumelanina (PANDE; ALBRECHT; YANG, 2001). Pesquisadores têm demonstrado 

que o cabelo não-pigmentado (branco ou grisalho) é mais suscetível aos danos 

induzidos pela radiação UV em comparação aos cabelos pigmentados, o que indica que 

os grânulos promovem proteção em relação aos danos oxidativos (DRAELOS, 2006). 

Porém, não apenas os pigmentos naturais, mas também os artificiais podem 

apresentar essa característica. As tinturas permanentes provocam danos às propriedades 

mecânicas da fibra capilar em maior extensão que as tinturas demipermanentes, devido 

ao seu mecanismo de ação. Porém, como o depósito de pigmento é consideravelmente 

maior entre as tinturas permanentes, a fotoproteção promovida por este tipo de tintura 

também é maior (PANDE; ALBRECHT; YANG, 2001).  

Cabelos brancos expostos à radiação UV apresentam maior alteração de suas 

propriedades mecânicas em comparação aos tratados com tinturas semipermanentes, 

indicando que os pigmentos protegem a estrutura proteica da fibra, mesmo 

considerando os danos oxidativos causados pela aplicação da tintura. Assim, as tinturas 

retardam os efeitos foto-oxidativos, evitando o enfraquecimento da fibra capilar por 

quebra das pontes de dissulfeto. As moléculas que compõem as tinturas absorvem a 

radiação solar, que as promove a um estado excitado de energia, seguido do retorno ao 

estado fundamental, por vias radioativas ou não-radioativas (DRAELOS, 2006).   

Existem relatos na literatura de que os filtros químicos UVA e UVB, como o p-

metoxicinamato de octila, salicilato de octila e benzofenona-3, eram incorporados tanto 

em fotoprotetores capilares do tipo xampus ou condicionadores como para as 

preparações destinadas à pele. Porém, a maioria destes não apresenta substantividade ao 
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cabelo, ou seja, eles não formam um filme e não aderem muito bem à fibra, o que 

facilita sua remoção e reduz sua capacidade fotoprotetora (SHAATH, 2006). Assim, 

este se tornou um grande desafio da indústria cosmética: desenvolver um fotoprotetor 

capilar que consiga cobrir toda a extensa área superficial dos cabelos, de modo a 

apresentar efetiva aderência à cutícula (DRAELOS, 2006).   

Atualmente, novas moléculas contendo grupos quaternários, que possuem maior 

afinidade com a fibra capilar naturalmente carregada negativamente, têm sido 

desenvolvidas com a finalidade de proteger a fibra capilar dos danos foto-oxidativos 

provocados pela radiação solar. Entre elas, destacam-se: polisilicone-15 (INCI: 

Polysilicone-15), cloreto de cinamidopropil trimetil amônio (INCI: Cinnamidopropyltri-

monium Chloride) e tosilato de dimetilpabamidopropil lauril dimônio (INCI: 

Dimethylpabamidopropyl laurdimonium tosylate) (SHAATH, 2006). 

A eficácia de proteção de mechas de cabelo grisalhas expostas à radiação UV 

tratadas com xampus contendo cloreto de cinamidopropil trimetil amônio ou o filtro 

químico p-metoxicinamato de octila (filtro químico UVB) foi comparada por Gao & 

Bedell (2001). Segundo os autores, o composto catiônico apresentou maior eficácia de 

proteção da fibra em comparação ao filtro químico UVB utilizado, provavelmente 

devido à maior afinidade da molécula com a fibra capilar (GAO; BEDELL, 2001).  

Apesar de muitos produtos capilares apresentarem filtros químicos eficazes em 

sua composição, não se pode determinar o valor de Fator de Proteção Solar (FPS) de 

uma formulação capilar visto que não existe um método regulamentado para avaliação 

desse parâmetro. Portanto, o claim "Fotoprotetor capilar" em produtos comerciais não 

deve ser utilizado, devendo ser substituído pelo termo "previne alteração de cor e 

brilho", entre outros claims similares (DRAELOS, 2011).   

A fotoproteção capilar melhora a retenção e uniformidade da cor, aumentando o 

intervalo de tempo entre as reaplicações das tinturas, uma tendência positiva na 

dermatologia. Xampus, condicionadores e fixadores são categorias de produtos que 

podem ser formulados como produtos multifuncionais garantindo, também, a 

fotoproteção capilar. Porém, o grande desafio está na aplicação uniforme do produto na 

fibra capilar. Entre todos, os condicionadores, principalmente os do tipo leave-in (sem 

enxague), e os fixadores são os mais promissores visto que permanecem em contato 

com a fibra capilar durante o tempo de exposição do cabelo à radiação solar 

(DRAELOS, 2006).   
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Compostos formadores de filme, como os silicones, também podem ser 

adicionados tanto nas formulações de tinturas capilares quanto em produtos destinados à 

aplicação pós-tintura (produtos de tratamento) com a finalidade de fotoproteção 

(SCHLOSSER, 2004). 

Além das substâncias citadas, têm se investido muito no estudo da eficácia de 

antioxidantes, naturais ou sintéticos, moléculas que poderiam evitar a formação das 

ERO e/ou proteger as estruturas da fibra capilar (pigmentos, proteínas e lipídeos) da 

oxidação.  

Meinert et al. (2004) demonstraram os efeitos benéficos da incorporação de 

antioxidantes em formulações capilares que protegeram a cor de cabelos loiros expostos 

à radiação UV/Vis (MEINERT et al., 2004). Antioxidantes disponíveis comercialmente, 

que combinam extrato de chá branco, Oxynex
®
, GSP-T (complexo antioxidante que 

combina procianidinas solúveis em água de sementes de uva e tocoferol) e alecrim, 

incorporados em formulações pré-sol foram eficazes em proteger as características de 

luminosidade (dL*) das fibras de cabelo, um dos fatores importantes que afetam o 

parâmetro dE* (que indica mudança total de cor).   

Extrato de alcachofra, rico em derivados hidroxicinâmicos, protegeu mechas de 

cabelo expostas à radiação UV da peroxidação lipídica e degradação proteica, enquanto 

o extrato de arroz preservou a resistência mecânica, cor e brilho (FERNANDEZ et al., 

2012b).   

 

 3.2 Quercetina 

Os flavonoides compõem uma classe de substâncias que apresentam reconhecida 

atividade antioxidante e, portanto, possuem potencial de retardar as alterações 

provocadas pela radiação UV solar (VELASCO et al., 2008) no cabelo. As fontes destes 

compostos incluem frutas, vegetais, grãos, flores, chá e vinho. Dentre os flavonoides 

ingeridos na dieta humana, destaca-se a quercetina (C15H10O7, 3,3',4',5,7-pentahidroxi 

flavona) (Figura 14) (porção aglicona da rutina), que representa cerca de 95% dos 

flavonoides ingeridos, sendo encontrada principalmente na cebola, maçã, couve, tomate 

e brócolis (KUNTIC et al., 2003).  

Quimicamente, os flavonoides e isoflavonoides são doadores de elétrons. Eles 

apresentam estruturas químicas conjugadas, ricas em grupos hidroxilas, com potencial 

ação antioxidante por reagirem e inativarem ânions superóxido, oxigênio singleto, 
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radicais peróxido e/ou estabilizando radicais livres envolvidos no processo oxidativo 

por meio da hidrogenação ou complexação com espécies oxidantes (BIRT; 

HENDRICH; WANG, 2001). Além da habilidade em atuar como aceptora de radicais 

livres, a quercetina apresenta a propriedade de complexar metais (Fe
2+

, Fe
3+

, Cu
2+

), o 

que contribui para sua atividade antioxidante (CORNARD; MERLIN, 2002). Este 

flavonoide inibe a formação das ERO em três etapas: iniciação (pela interação com íons 

superóxidos), formação de radicais hidroxila (por quelar íons de ferro) e peroxidação 

lipídica (por reagir com radicais peróxido de lipídeos) (BEHLING et al., 2004). 

 

Figura 14. Fórmula estrutural do flavonoide quercetina (LEMANSKA et al., 2001) 

 

 

Este flavonoide apresenta atividade anti-inflamatória, antiproliferativa, 

imunossupressora (JACKSON et al., 2006) e tem demonstrado eficácia na prevenção 

dos danos foto-oxidativos provocados pela radiação UVA ou UVB à pele (INAL; 

KAHRAMAN; KOKEN, 2001; CASAGRANDE et al., 2006; LIU et al., 2013). 

Apesar de sua relativa solubilidade em meios oleosos (log P ≈ 1,82) (LUO et al., 

2011) e baixa em água (menor que 0,01 g.L
-1

 a 20
o 

C), devido a sua fórmula estrutural e 

elevada massa molar (MM = 302,24 Da), a quercetina apresenta reduzida 

permeabilidade pela pele (BONINA et al., 1996), sendo que a concentração máxima 

recomendada deste flavonoide em formulações cosméticas (produto acabado) é de 0,5% 

(p/p) (COUNCIL OF EUROPE’S COMMITTEE OF EXPERTS ON COSMETIC 

PRODUCTS, 2008).  

A quercetina apresenta cinco grupos hidroxila, sendo que os valores encontrados 

de pKa podem variar de acordo com a referência consultada, como apresentado no 

Quadro 3. Segundo Kopacz (2003), a ordem de desprotonação seria 5OH, 7OH, 4'OH, 

3OH, 3'OH (KOPACZ, 2003), mas há autores que afirmam que as hidroxilas mais 

facilmente oxidadas seriam 4'OH e, em menor importância, o 7OH, devido à 
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possibilidade de deslocalização eletrônica e estabilização do radical no grupo 4-oxo 

(LEMANSKA et al., 2001; MEZZETTI et al., 2011; BARNES; FOSS JR.; SCHUG, 

2013). Assim, na quercetina há dois grupos que agem como unidades antioxidantes 

(3'4'OH e 3,5,7-triOH), sendo que o efeito de ambas apresenta resultado sinérgico 

(LEMANSKA et al., 2001). 

Um dos fatores que afeta a atividade antioxidante da quercetina é o valor de pH 

do meio, de modo que o aumento do valor de pH de 5 a 9,5 promove elevação da sua 

atividade antioxidante em cerca de duas vezes. Isso está relacionado à desprotonação do 

grupo 4'OH (LEMANSKA et al., 2001). Assim, de acordo com os valores de pH 

observados, pode-se esperar maior solubilidade da quercetina a partir de pH fisiológico 

ou levemente básico (BARNES; FOSS JR.; SCHUG, 2013).  

 

Quadro 3. Valores de pKa da quercetina obtidos da literatura 

pKa1 

(4'-OH) 
pKa2 pKa3 pKa4 Ref. 

7,30 8,40 - - 
(TYUKAVKINA; 

POGODAEVA, 1975) 

6,74 9,02 11,55 - 
(JOVANOVIC et al., 

1994) 

7,04 8,55 11,26 13,06 
(HERRERO-MARTÍNEZ 

et al., 2005) 

 

A quercetina preenche os três requerimentos necessários para que um flavonoide 

apresente excelente atividade antioxidante: (I) estrutura catecol no anel B; (II) dupla 

ligação C2-C3 em conjugação com o 4-oxo no anel C; (III) presença de 3OH e 5OH 

(HU et al., 2013) (Figura 14). Segundo Pietta (2000), os substituintes no anel B são os 

que mais afetam a atividade antioxidante dos flavonoides, sendo que a glicosilação do 

grupo 3'OH (como na rutina) reduz fortemente sua atividade antioxidante (PIETTA, 

2000). Além disso, a presença do grupo 3OH no anel heterocíclico aumenta sua 

atividade, enquanto grupos hidroxila e metoxila nas posições 3,5 e 7 dos anéis A e C de 

flavonoides parecem ser menos importantes.   

As hidroxilas presentes na posições 3 e 5 interagem por meio de ligações de 

hidrogênio como o oxigênio da carbonila (C4), o que impede sua desprotonação 

eficiente e também sua atividade antioxidante por meio da doação do átomo de 
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hidrogênio. Porém, indiretamente, estas hidroxilas (3OH e 5OH) são importantes para a 

atividade antioxidante já que após a doação de um elétron da ligação dupla entre C2 e 

C3, forma-se um cátion radical que pode ser estabilizado por meio de uma troca de 

prótons entre 3OH ou 5OH e o grupo 4-oxo. Este mecanismo de estabilização torna 

possível a segunda doação de elétrons pelo cátion radical (LEMANSKA et al., 2001) 

(Figura 15). 

 

Figura 15. Estrutura de uma 3-hidroxifavona neutra (I); cátion radical (II); forma 

tautomérica estável (III) (LEMANSKA et al., 2001) 

 

I II III 

O anel B, por ser mais rico em elétrons que o anel A, representa um alvo para os 

compostos oxidantes (JOVANOVIC et al., 1994). O radical aroxila, formado após a 

oxidação de uma hidroxila no anel B, possui um mecanismo adicional de estabilização: 

formação de ligação de hidrogênio intramolecular, como mostrado na  

Figura 16 (LUCARINI; PEDULLI, 2010). Posteriormente, este radical pode 

reagir novamente com outra ERO, gerando uma estrutura quinona estável (PIETTA, 

2000) (Figura 17), porém esta não é a rota preferencial. Após a primeira desprotonação, 

a quercetina apresenta aumento da sua atividade antioxidante, sendo que o principal 

mecanismo, a partir de então, baseia-se na doação de elétrons e não na doação de 

demais prótons (LEMANSKA et al., 2001). 

 

Figura 16. Ligação de hidrogênio intramolecular formada no grupo catecol após reação 

com uma ERO (LUCARINI; PEDULLI, 2010) 

 



60 

3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

 

Figura 17. Sequestro de um radical livre por flavonoides (PIETTA, 2000) 

 

Legenda: Fl - flavonoide; R - radical livre 

 

Outro mecanismo de atividade antioxidante relaciona-se à propriedade dos 

flavonoides de quelarem eficientemente metais, como Cu
+
 e Fe

2+
, relacionados ao 

metabolismo do oxigênio e formação de ERO. Os locais propostos de interação com 

metais são: grupo catecol no anel B e grupos catecol-like, como os formados entre 3OH 

e 4-oxo, e entre 5OH e 4-oxo (Figura 18) (PIETTA, 2000). 

 

Figura 18. Sítios de ligação de metais (PIETTA, 2000) 

 

 

Como citado anteriormente, a quercetina apresenta reduzida solubilidade em 

água e moderada em compostos lipofílicos. Nos últimos anos, com o objetivo de 

aumentar a estabilidade de substâncias pouco solúveis nos veículos utilizados e elevar 

sua eficácia, tem-se pesquisado a incorporação desse tipo de composto em 

nanoestruturas, nas diversas formas (nanocápsulas, nanoemulsões, entre outras). Além 

disso, a quercetina incorporada em uma nanoestrutura deve apresentar maior penetração 

na fibra capilar, principalmente naquelas danificadas por processos químicos como 

descoloração, alisamento/relaxamento e tintura, potencializando seu efeito antioxidante 

(HU et al., 2012), o que torna o desenvolvimento de sistemas nanoestruturados 

contendo estas substâncias potencialmente interessante para aplicação capilar.  
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3.3 Nanotecnologia 

A Nanotecnologia é um termo que define técnicas, materiais e instrumentos que 

operam na escala nanométrica, sendo considerada a tecnologia mais promissora do 

século XXI e a protagonista de uma nova revolução industrial. Atualmente, os 

nanomateriais são muito estudados e utilizados nas áreas relacionadas ao esporte 

(tecidos e materiais nanotecnológicos), pneus, catalisadores, componentes eletrônicos, 

tintas, alimentos, medicamentos e cosméticos (NOHYNEK et al., 2007).  

Os nanocosméticos apresentam importância dado o crescente mercado global, 

principalmente o Brasil, considerado o terceiro maior consumidor de cosméticos no 

mundo (ABIHPEC, 2015). Este tipo de cosmético oferece atributos diferenciados, 

relacionados à permeação cutânea, viscosidade, aparência, maior concentração de ativos 

possível de ser incorporado, entre outros. Os nanocosméticos surgiram como alternativa 

de tecnologia elevada e muito interessante para incorporação de componentes ativos 

conhecidos, estudados, eficazes e de concentração segura para uso, mas que podem 

ganhar novas aplicações, em função de aumento de permeabilidade cutânea ou de área 

de contato com a pele ou o cabelo, por exemplo. 

Tanto as nano quanto as microemulsões apresentam-se transparentes ou 

translúcidas e possuem maior estabilidade física contra a sedimentação ou cremeação, 

em relação às macroemulsões (FERNANDEZ et al., 2004; MARUNO; ROCHA-

FILHO, 2009). Porém, apesar da semelhança existente entre nano e microemulsões 

quanto ao diâmetro de gotícula e aparência, há muitas diferenças.  

O termo microemulsão se refere a uma formulação estável termodinamicamente, 

que se forma por um processo de emulsificação espontânea (∆G < 0), ao contrário das 

nanoemulsões que se formam apenas sob agitação, ou seja, neste caso o processo requer 

energia (∆G > 0). Dependendo dos componentes e suas proporções, a microemulsão 

pode apresentar uma, duas, três ou mais fases. As estruturas organizadas dentro das 

fases (uma ou mais) podem apresentar-se em diferentes formas, como esferoide 

(gotículas e gotículas reversas), tipo-cilindro (gotícula-bastão ou reversa), tipo plano 

(lamelar) ou tipo esponja (bicontínua) (Figura 19). As diferentes formas de organização 

são resultado da ultra baixa tensão interfacial (MCCLEMENTS, 2012).    
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Figura 19. Estruturas organizadas que podem ser visualizadas em microemulsões 

(MCCLEMENTS, 2012) 

   

A B C 

  
 

D E F 

Legenda: (A) Gotícula esférica com núcleo hidrofóbico  superfície hidrofílica - o raio do núcleo 

é aproximadamente igual ao comprimento da cadeia hidrofóbica; (B) Gotículas reversa/ 

invertida - cadeias hidrofóbicas estão voltadas para o meio oleoso, enquanto os grupos polares 
estão no interior das gotículas; (C) Gotículas cilíndricas com secção transversal similar a 

gotículas esféricas - são geralmente polidispersas devido à incorporação de mais tensoativos, 

causando o crescimento do cilindro; (D) Estrutura cúbica bicontínua com canais em 

monocamada separando meio oleoso e aquoso; (E) Estrutura lamelar ou bicamada planar; (F) 
Vesículas formadas por bicamadas muito próximas, sem conexão entre camadas adjacentes- 

compartimento oleoso é isolado do aquoso 

 

As nanoemulsões são preparadas com os mesmos componentes utilizados nas 

microemulsões (óleo, água e tensoativos), mas se organizam somente na forma de 

gotículas do tipo esferoide devido à elevada pressão de Laplace (diferença de pressão 

interna e externa do sistema) que age sobre as gotículas (MCCLEMENTS, 2012). Ao 

contrário das microemulsões, as nanoemulsões apresentam estabilidade cinética, ou 

seja, não se observa separação de fases em função de sedimentação ou cremeação. Isso 

ocorre devido ao reduzido diâmetro de gotícula e seu elevado movimento Browniano. 

Porém, caso as forças atrativas superem as repulsivas, pode-se observar a coagulação, 

resultado da associação de poucas ou muitas gotículas formando agregados 

(KOROLEVA; YURTOV, 2012; MCCLEMENTS, 2012).   

Não há consenso quanto ao valor de diâmetro adequado para definir uma nano 

ou microemulsão. Alguns autores definem que esses sistemas devem apresentar 

diâmetro médio de gotícula inferior a 100nm (KOROLEVA; YURTOV, 2012), 

enquanto que para outros este valor pode estar compreendido entre 20 e 500nm 

(PORRAS et al., 2004; TADROS et al., 2004; MEI et al., 2011), 50 e 500nm 

(MORALES et al., 2003) ou entre 20 e 200nm (IZQUIERDO et al., 2004).  
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3.3.1 Métodos de obtenção 

As nanoemulsões, assim como as macroemulsões, são preparadas a partir de 

uma fase oleosa, fase aquosa, tensoativo e co-tensoativo, quando necessário. Porém, o 

processo de obtenção e composição dos tensoativos pode diferenciar um tipo de 

emulsão do outro. Os métodos de preparo das nanoemulsões podem ser classificados em 

de alta ou de baixa energia, ou combinados (MORAIS et al., 2006).  

Os métodos de alta energia incluem elevada agitação (tipo rotor-stator, como 

Ultra-Turrax
®

), homogeneizadores de alta pressão (50-100 MPa) ou geradores de 

ultrassom. Entre os métodos de baixa energia, encontram-se os métodos de inversão de 

fase por alteração da fração volumétrica (EPI) e o de temperatura de inversão de fase 

(PIT), desenvolvido por Shinoda & Saito (1968) (SHINODA; SAITO, 1968; MAALI; 

MOSAVIAN, 2013).   

No método PIT são utilizados geralmente dois ou mais tensoativos não-iônicos 

polietoxilados. Segundo o método desenvolvido por Shinoda & Saito (1968), os 

componentes do sistema são aquecidos no mesmo recipiente, de maneira que os 

tensoativos, antes hidrofílicos, tornam-se lipofílicos com elevação da temperatura 

devido à desidratação das cadeias de polioxietileno, formando, inicialmente, uma 

emulsão água em óleo (A/O) à temperatura PIT (SHINODA; SAITO, 1968). O 

abaixamento rápido da temperatura do sistema promove novamente a inversão de fase, 

formando-se uma nanoemulsão óleo em água (O/A) não-iônica (devido à característica 

dos tensoativos) de reduzido diâmetro de gotícula (KOROLEVA; YURTOV, 2012; 

SOLANS; SOLÉ, 2012).  

A formação de uma nanoemulsão pelo método PIT requer o aquecimento do 

sistema, de modo que podem ser observadas diversas fases ao longo do procedimento 

de aquecimento, ou mesmo ao final do processo de resfriamento, dependendo da 

composição e temperatura, classificadas como Winsor I, II, III e IV (CLAUSSE, 1983; 

ROGER; CABANE; OLSSON, 2011), como apresentado na Figura 20 e 21. 

 

 Winsor I: fase oleosa em equilíbrio com fase emulsionada (coexistência de duas 

fases); 

 Winsor II: fase aquosa em equilíbrio com fase emulsionada (coexistência de 

duas fases); 
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 Winsor III: fases aquosa e oleosa em equilíbrio com fase emulsionada 

(coexistência de três fases); 

 Winsor IV: sistema emulsionado, não contem fases oleosa ou aquosa livres, 

sendo um sistema macroscopicamente monofásico. 

 

Figura 20. Emulsões obtidas com diferentes concentrações do tensoativo 

polietilenoglicol perfluoroalquilado com a fase oleosa brometo de perfluorooctila 

(BPFO). Representação da classificação de Winsor. (A) Winsor I (fase oleosa em 

equilíbrio com fase emulsionada); (B) Winsor III (fase emulsionada em equilíbrio com a 

fase aquosa e fase oleosa); (C) Winsor II (fase aquosa em equilíbrio com fase 

emulsionada); (D) Winsor IV (emulsão homogênea); (E) Microemulsão (OLIVEIRA et 

al., 2004)   
 

 

 

Figura 21. Representação das fases Winsor: I (fase oleosa em equilíbrio com fase 

emulsionada); III (fase emulsionada em equilíbrio com a fase aquosa e fase oleosa); II 

(fase aquosa em equilíbrio com fase emulsionada); IV (emulsão homogênea)  

(MOULIK; PAUL, 1998) 

 
 

 

 

Porém, entre essas fases Winsor pode ocorrer uma fase intermediária, pouco 

entendida, na qual o sistema torna-se translúcido e/ou azulado, à temperatura definida 

por Roger et al. (2010) como Clearing Boundary Temperature (Tcb) (ROGER; 

CABANE; OLSSON, 2010). De acordo com esses autores, não seria necessário atingir 
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a PIT (ou seja, a inversão de fase) para que a nanoemulsão se formasse, porém seria 

imprescindível que o sistema fosse aquecido até a Tcb (momento em que a turbidez do 

sistema é mínima), sendo posteriormente resfriado, propondo assim o método sub-PIT, 

como indicado na Figura 22.  

 

Figura 22. Fotografia dos principais estados observados para uma amostra sob agitação 

e aquecimento. Observa-se a fase de transição entre Winsor I e Winsor II, denominada 

Clearing Boundary (ROGER; CABANE; OLSSON, 2010) 

 

 

 

A partir do estudo de Roger et al. (2009), Mei et al. (2011) utilizaram o método 

sub-PIT para obtenção de nanoemulsões catiônicas, visto ser, aparentemente impossível 

a obtenção desse tipo de formulação pelo método PIT tradicional, proposto por Shinoda 

& Saito (1968). Nesse caso, o sistema contendo todas as matérias-primas formadoras da 

nanoemulsão, incluindo um tensoativo catiônico, deve ser aquecido à temperatura Tcb, 

sendo posteriormente resfriado até temperatura ambiente para formação da 

nanoemulsão catiônica (MEI et al., 2011).  
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4.1 MATERIAL 

4.1.1 Matérias-primas (Grau de pureza farmacêutico), outros ingredientes 

(INCI: International Nomenclature of Cosmetic Ingredient) e materiais 

 Ácido cítrico (INCI: Citric acid) solução a 10% (IHS Chemical
®
) 

 Adesivos epicutâneos (Finn Chambers Epitest) 

 Água milli-q 

 Álcool oleílico etoxilado 20OE (INCI: Oleth-20) (Croda
®
) 

 Álcool oleílico etoxilado 3OE (INCI: Oleth-3) (Croda
®
) 

 Cloreto de cetil trimetil amônio (INCI: Cetrimonium Chloride) (Basf
®
) 

 Cloreto de sódio (INCI: Sodium Chloride) (IHS Chemica
®
) 

 Fenoxietanol e parabenos (INCI: Phenoxyethanol, Methylparaben,   

Ethylparaben, Propylparaben, Butylparaben, Isobutylparaben) (Croda
®
) 

 Mechas de cabelo caucasiano virgem castanho-escuro (DeMeo Brothers
®
) 

 Ovos de galinha galados (granja Irineu Salviato) 

 Peróxido de hidrogênio (40 vol) (Amend
®
) 

 Pó descolorante (Amend
®
) 

 Quercetina (INCI: quercetin) (Sanrisil
®
) - Teor de pureza 91,0% 

 Tintura oxidativa cores 12.0 e 6.66 (Amend
®
) 

 Trietanolamina (INCI: Triethanolamine) (Garden Química
®
) 

 Triglicérides de ácido cáprico/caprílico (INCI: Caprylic/Capric Triglyceride) 

(Croda
®
) 

 

4.1.2 Reagentes/Solventes - Grau de pureza analítico (P.A.) 

 Ácido acético (Synth
®
) 

 Álcool etílico absoluto (Synth
®

) 

 Álcool metílico (Merck
®
) 

 Carbonato de sódio (Synth
®
) 

 Cloreto de alumínio hexahidratado (Synth
®
) 

 DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) (Sigma-Aldrich
®
) 

 Hidróxido de sódio (Synth
®
) 

 Reagente de Folin-Fenol Cioucalteau (Imbralab
®
) 

 Dodecilsulfato de Sódio (SDS) (Synth
®
) 

 Sulfato de cobre II pentahidratado (Synth
®
) 
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 Tartarato de sódio e potássio (Synth
®
) 

 

4.1.3 Padrões de referência- Grau de pureza analítico (P.A.) 

 Albumina de soro bovino (Sigma
®
) - Teor de pureza 96,0% 

 Quercetina padrão de referência secundário (Sigma-Aldrich
®
) - Teor de pureza 

100,0% 

 Trolox
®
 (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-ácido carboxílico) (Sigma-

Aldrich
®
) - Teor de pureza 97,0% 

 

4.1.4 Equipamentos 

 Agitador mecânico Fisatom
® 

713D 

 Balança analítica Shimadzu
®
 AUY220 

 Balança granatária Gehaka
® 

BG4000 

 Banho de ultrassom Ultrasonic Clean
®
 1600 Unique 

 Calorímetro Diferencial de Varredura – Perkin Elmer
®
 DSC 7  

 Câmera DigiMicro
®
 2.0 Scale 

 Centrífuga Hitachi
®
 RX2 

 Chapa de aquecimento Ika
® 

C-MAG HS 7 

 Chroma Meter
®
 Minolta CR-300 

 Condutivímetro Digimed
® 

DM-31 

 Corneometer
®
 CM 825 

 Desumidificador de ar Arsec
®

 

 Dia-stron
®
 MTT 175 e acessórios 

 Espectrofotômetro  de  refletância difusa com esfera de integração Labsphere
®
 

UV2000S Ultraviolet Transmittance Analyzer 

 Espectrofotômetro ThermoScientific
 

Evolution
®

 600 UV-Vis equipado com 

acessório de reflectância difusa DRA-EV-600 

 Espectrômetro de Ressonância Paramagnética Eletrônica Bruker
®
 EMX 

 Geladeira Consul
®

 

 Incubadora de ovos, com controle de umidade e temperatura (Chocmaster
®
) 

 Malvern
®
 Zetasizer NanoS 

 Micrômetro Mitutoyo
®

 

 Microscópio Confocal Invertido de Fluorescência Leica TCS SP5 



69 

4. MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

 Microscópio de Força Atômica Nanoscope IIIa Multimode 

 Microscópio de Transmissão LEO 912 Ω com suporte de amostras criogênico 

D626 

 Microscópio Eletrônico de Varredura FEI Quanta 600 FEG 

 pHmetro e eletrodo combinado de imersão direta Quimis
®

 

 Purificador de água milli-q Simplicity
®
 UV  

 Reômetro Paar Physica
®
 MCR 300  

 Simulador solar Atlas Suntest
®

 CPS+ 

 Termohigrômetro digital 

 Termômetro de mercúrio 

 Tewameter
®
 TM 300 

 Ultrabalança Mettler
®
 XP2U 

 

4.2 MÉTODOS 

4.2.1 Composição das formulações 

A estabilidade de emulsões, incluindo as nanoemulsões, é altamente influenciada 

pelo tipo de tensoativo e suas concentrações na formulação, visto que este fator se 

relaciona ao EHL (Equilíbrio Hidrófilo-Lipófilo) que deve ser atingido para que a 

preparação seja estável fisicamente. Assim, foram escolhidos três tensoativos, sendo um 

catiônico e ingrediente ativo (cloreto de cetil trimetil amônio - CCTA) e dois não-

iônicos (oleth-20 e oleth-3), cujas fórmulas estruturais encontram-se no Quadro 4. O 

oleth-20 apresenta valor de EHL igual a 15,5; o oleth-3 de 6,6 e o CCTA de 15,8 (ASH; 

ASH, 2004; VOLPO, 2009).  

A composição quantitativa das nove formulações preparadas (identificadas de 

Q1 a Q9) não será apresentada neste trabalho em função de patente que se encontra em 

fase de elaboração. As proporções dos tensoativos não-iônicos foram variadas, de 

maneira que a sua soma fosse igual a 9,0% (p/p), e o EHL do sistema variasse de 8,0 a 

15,0. A concentração do CCTA foi mantida constante e igual a 1,0% (p/p), 

concentração máxima recomendada pela SCCS (Scientific Committee on Consumer 

Safety) (EUROPEAN COMMISSION SCCS/1246/09, 2009), sendo que não há limites 

declarados na legislação brasileira. A quercetina foi adicionada a 0,5% (p/p), não sendo 

adicionado outro antioxidante na formulação, como seria esperado para uma formulação 

cosmética, pois isso prejudicaria a análise da eficácia antioxidante da quercetina na 
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formulação. As nove formulações preparadas continham os seguintes componentes 

(nomenclatura INCI - International Nomenclature of Cosmetic Ingredient - apresentada 

entre parênteses): água deionizada (acqua), álcool oleílico etoxilado 20OE (oleth-20), 

álcool oleílico etoxilado 3OE (oleth-3), cloreto de cetil trimetil amônio (cetrimonium 

chloride), triglicérides de ácido cáprico/caprílico (caprylic/capric triglyceride), 

quercetina (quercetin), fenoxietanol e parabenos (phenoxyethanol, methylparaben, 

ethylparaben, propylparaben, butylparaben, isobutylparaben). 

 

Quadro 4. Fórmulas estruturais dos tensoativos não-iônicos e catiônico utilizados 

(CHEMICAL BOOK, 2016). *INCI: International Nomenclature of Cosmetic 

Ingredient 

 

Tensoativo 

(INCI*) 
Fórmula Estrutural 

Oleth-20 

 

 
 

Oleth-3 

 

 
 

Cetrimonium 

Chloride 
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4.2.2 Preparo das Formulações 

 Cerca de 200g de cada formulação foram preparadas, seguindo o método sub-

PIT (Phase Inversion Temperature). As matérias-primas foram pesadas em conjunto 

utilizando balança analítica Shimadzu
®
 AUY220 ou balança granatária Gehaka

® 

BG4000, e colocadas em béquer de vidro. O sistema foi aquecido à temperatura 

controlada em chapa de aquecimento Ika
® 

C-MAG HS 7 e agitação constante a 350rpm 

utilizando agitador mecânico Fisatom
® 

713D. A condutividade elétrica do sistema foi 

medida por meio do condutivímetro Digimed
® 

DM-31 e a temperatura, por termômetro 

de mercúrio. As formulações foram aquecidas até atingirem o ponto de turbidez visual 

mínima, sendo posteriormente resfriadas até atingir temperatura ambiente (22,0 ± 2,0º 

C).  

O valor de pH das formulações foi ajustado para 4,5 - 5,5 em pHmetro Quimis
®

 

com auxílio de eletrodo combinado de imersão direta Quimis
®

, previamente calibrado 

com soluções-tampão pH 4,0 e 7,0 (Synth
®
), por meio da adição de solução de ácido 

cítrico (10% p/v) ou trietanolamina, conforme a necessidade.  

 

4.2.3 Avaliação de Estabilidade Preliminar 

As formulações, após 48 h do preparo, tempo necessário para finalização do 

processo de emulsificação, foram submetidas ao Teste de Centrifugação, o que auxilia 

na escolha das preparações que apresentavam melhor desempenho, ou seja, da 

composição ideal de tensoativos no sistema (EHL) (BRASIL, 2004).  

 

Teste de centrifugação 

Em tubos de ensaio foram adicionados quantidades de amostra, de tal forma que 

o conjunto pesasse, em balança granatária, o equivalente a 15,0 g. As formulações 

foram submetidas à centrifugação em centrífuga Hitachi
®
 RX2 a 3000 rpm por 30 min, 

à temperatura ambiente (22,0 ± 2,0ºC) (BRASIL, 2004). 

Após o ensaio, as formulações foram analisadas macroscopicamente quanto ao 

aspecto e classificadas como:  

 i.  (M) Modificada - com presença de separação de fases;  

ii.  (N) Normal - sem alteração quanto ao aspecto.   
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4.2.4 Avaliação de Estabilidade Normal 

A formulação selecionada seguindo os critérios anteriormente apresentados foi 

submetida à Avaliação de Estabilidade Normal, em diferentes condições: 5,0 ± 2,0
o 

C 

(geladeira); 25,0 ± 2,0
o 

C (temperatura ambiente ao abrigo da luz) e 45,0 ± 2,0
o 

C 

(estufa) pelo período de 90 dias, sendo avaliada nos dias 1º, 7º, 15º, 30º, 60º e 90º 

(BRASIL, 2004). O dia 1º de análise correspondeu a 48 h após o preparo da formulação. 

Foram avaliados os seguintes parâmetros: 

 

4.2.4.1 Características organolépticas 

As formulações foram avaliadas quanto ao aspecto visual, alteração de cor ou 

odor. 

 

4.2.4.2 Valor de pH 

O pH da formulação foi determinado em pHmetro Quimis
® 

utilizando eletrodo 

de imersão direta a 22,0 ± 2,0
o 

C Quimis
®
, previamente calibrado com soluções-tampão 

pH 4,0 e 7,0 (Synth
®
) (VELASCO et al., 2012).     

 

4.2.4.3 Diâmetro médio de gotícula e Potencial zeta 

O diâmetro médio de gotícula e potencial zeta foram determinados em 

equipamento Malvern
®
 Zetasizer Nano S, a 25,0º C e ângulo de espalhamento de 90º 

(MEI et al., 2011), utilizando amostras diluídas 20x em água milli-q. A análise de 

diâmetro foi realizada utilizando-se cubeta de poliestireno de 1 cm de caminho óptico. 

O potencial zeta foi determinado em célula capilar descartável, a 150 V. As análises 

foram realizadas em triplicata.  

Os resultados obtidos de diâmetro médio de gotícula nas diferentes condições 

foram utilizados para o cálculo das constantes de Ostwald ripening, que indica o tipo de 

desestabilização predominante no sistema. Assim, quando o aumento no diâmetro 

ocorre por difusão individual de moléculas de óleo entre as gotículas, a constante de 

Ostwald ripening (ω3) é dada pela relação linear entre a variação do raio da gotícula ao 

cubo (dr
3
) e o tempo (dt), conforme mostrado na Equação 1. Porém, quando o 

mecanismo principal dá-se pelo transporte das moléculas de óleo por meio de gotículas 

(ω2), o aumento do raio é dado por uma relação linear entre a variação do raio da 

gotícula ao quadrado (dr
2
) e o tempo (dt) (Equação 2) (WEISS et al., 1997; WEISS; 

CANCELIERI; MCCLEMENTS, 2000).  
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Assim, as duas equações foram utilizadas com a finalidade de determinar o tipo 

de estabilidade Ostwald ripening. 

 

    
   

 

  
 

Equação 1. Constante de Ostwald ripening ω3, onde: rN = raio médio da gotícula; t = 

tempo 

 

    
   

 

  
 

Equação 2. Constante de Ostwald ripening ω2, onde: rN = raio médio da gotícula; t = 

tempo 

 

O equipamento Malvern
®
 Zetasizer Nano S fornece o raio médio de gotícula (rI) 

pela técnica DLS (Dynamic Light Scattering), que se baseia na detecção do 

espalhamento de luz provocado pelo movimento das partículas. Porém, a teoria LSW 

(Liftsitz, Slesov e Wagner) utilizada para o cálculo das constantes de Ostwald ripening 

requer o raio médio em termos de número (rN). Assim, para o cálculo da constante de 

Ostwald ripening, obtêm-se rN de acordo a Equação 3 (WOOSTER; GOLDING; 

SANDUANSRI, 2008).  

 

           

Equação 3. Cálculo do raio médio em termos de número (rN), onde: rI = raio médio de 

gotícula (rI) em termos de espalhamento de luz, obtido pela técnica DLS (Dynamic 

Light Scattering) 

 

4.2.4.4 Atividade antioxidante  

A atividade antioxidante da nanoemulsão desenvolvida foi avaliada pelo método 

do DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila). Alíquotas de 50 µL de nanoemulsão foram 

colocadas em balões de 10,0 mL e completou-se o volume com etanol P.A. Em tubos de 

ensaio (triplicata) foram transferidos 0,5 mL da diluição anterior e 2,5 mL de solução de 

DPPH· 100 µM, agitou-se manualmente e incubou-se ao abrigo da luz por 30 min à 

temperatura ambiente (22,0 ± 2,0º C). Após este período, a redução do radical livre 

DPPH· foi mensurada em espectrofotômetro ThermoScientific
® 

Evolution 600 UV-Vis 

a 517 nm (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).  
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O controle negativo foi preparado adicionando-se 2,5 mL de DPPH· 100µM a 

0,5 mL de álcool etílico P.A., sendo este utilizado como branco de leitura. O 

decaimento da absorbância das amostras (Aam) correlacionado ao do controle (Ac) 

resultou na porcentagem de sequestro de radicais livres (% SRL), sendo expressa pela 

Equação 4. 

 

       
       

  
       

Equação 4. Cálculo da Porcentagem de Sequestro de Radicais Livres (%SRL), onde: 

Ac = absorbância do controle; Aam = absorbância da amostra 

 

A atividade antioxidante foi expressa em Trolox
®
 equivalente, um derivado da 

vitamina E muito utilizado como antioxidante padrão em métodos de avaliação de 

atividade antioxidante (THAIPONG et al., 2006). Assim, tornou-se necessária a 

construção de curva analítica que correlacionasse %SRL e concentração desse padrão. 

Exatamente 20 mg de Trolox
®
 (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-ácido carboxílico) 

padrão de referência secundário (teor de pureza 97,0%) foram pesados em balança 

analítica e diluídos em balão volumétrico de 100,0 mL com etanol P.A., obtendo-se 

solução de concentração 800 µM. A partir dessa solução, foram preparadas diluições 

seriadas, obtendo-se soluções de concentrações finais de Trolox
®
 de 15,52; 31,04; 

46,56; 62,08; 77,60; 93,12; 108,64; 124,16 e 139,68 µM.  

Alíquotas de exatamente 0,5 mL de cada concentração de Trolox
®

 foram 

transferidas para tubos de ensaio, em triplicata. Em seguida, adicionaram-se exatamente 

2,5 mL de solução etanólica de DPPH· 100 µM, seguindo-se o método descrito 

anteriormente. Os valores obtidos foram utilizados para construção da curva analítica, 

sendo que a equação da reta (determinada pelo método dos mínimos quadrados) e o 

valor do coeficiente de determinação (r
2
) foram obtidos no software Excel

®
.  

 

4.2.4.5 Conteúdo de quercetina 

A quercetina apresenta máximo de absorção em 372 nm, porém a adição de 

cloreto de alumínio promove a redução de absorbância nesse comprimento de onda e 

considerável aumento em 428 nm, aproximadamente. Assim, o aumento da 

sensibilidade e da especificade do método pela formação do complexo justificam a 

quantificação de quercetina ser realizada na presença do sal de alumínio. O grupo 3OH 



75 

4. MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

da quercetina apresenta o maior poder de quelação em meio composto por metanol e 

ácido, ou somente metanol. Neste solvente, em baixa concentração de Al
3+

 (1:1), forma-

se o complexo I. Porém, a contínua adição de cloreto de alumínio leva à formação do 

complexo II, que possui dois pontos de quelação (3OH e 3'4' diOH). Contudo, na 

presença de ácido (em baixos valores de pH), somente o grupo 3OH apresenta 

capacidade de interagir com o Al
3+

 (CORNARD; MERLIN, 2002). Os complexos 

formados encontram-se na Figura 23. O método de quantificação de quercetina 

validado neste trabalho foi realizado em metanol contendo ácido acético (branco da 

reação), em excesso de cloreto de alumínio, ou seja, quantificou-se o complexo I 

formado (STAHL; SCHILD, 1981; BANOV et al., 2006). 

 

Figura 23. Fórmulas estruturais dos complexos I e II formados entre quercetina e 

alumínio, em diferentes condições experimentais (CORNARD; MERLIN, 2002) 

            

                   Complexo I                                      Complexo II 

Transferiram-se exatamente 0,5 g da nanoemulsão para um balão volumétrico de 

50 mL, completando-se o volume com solução metanólica de ácido acético a 5% (v/v). 

Alíquotas de 2,5 mL desta diluição (triplicata) foram transferidas para balões de 25 mL, 

adicionou-se 2,0 mL de solução de cloreto de alumínio 2% (p/v) e completou-se o 

volume com solução metanólica de ácido acético a 5% (v/v). Após 30 min, realizou-se 

leitura espectrofotométrica a 429 nm (BANOV et al., 2006).  

 

Validação do método analítico 

O método espectrofotométrico de quantificação de quercetina, baseado na reação 

colorimétrica de formação de complexo entre quercetina e o íon Al
3+ 

(BANOV et al., 

2006) foi validado de acordo com os parâmetros: linearidade e construção da curva 
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analítica, precisão, exatidão, especificidade, limite de detecção e limite de 

quantificação.     

 

a) Linearidade e Curva Analítica 

A curva analítica foi construída a partir de diluições seriadas de padrão 

secundário de quercetina (Sigma-Aldrich
®
) (teor de pureza 100,0%) na faixa de 3,0 a 

10,0 µg/mL. Alíquotas da solução-mãe de quercetina (100,0 µg/mL) foram transferidas 

para balões volumétricos de 25 mL (triplicata), adicionando-se 2,0 mL de solução de 

cloreto de alumínio 2% (p/v), completando-se o volume com solução metanólica de 

ácido acético a 5% (v/v). Após 30 min, realizou-se leitura espectrofotométrica a 429 nm 

(BANOV et al., 2006).  

Foram construídas cinco curvas analíticas, obtendo-se cinco equações de reta, na 

forma y = a x + b (sendo y = absorbância; x = concentração de quercetina (µg/mL); a = 

coeficiente angular; b = coeficiente linear). O cálculo da equação de reta da curva 

analítica foi realizado por regressão linear por meio do método dos mínimos quadrados 

e calculado o coeficiente de determinação (r
2
) (BRASIL, 2003). Este parâmetro, para 

ser considerado aceitável, deve apresentar o valor mínimo de 0,99 (ICH, 1996; 

BRASIL, 2003; FDA, 2015). A partir dos dados provenientes das cinco curvas 

analíticas, obteve-se uma equação de reta média. 

 

b) Precisão - Repetibilidade 

Transferiram-se exatamente 0,5 g da nanoemulsão para um balão volumétrico de 

50 mL, completando-se o volume com solução metanólica de ácido acético a 5% (v/v). 

Desta solução, foram retiradas 10 alíquotas de 2,5 mL para balões volumétricos de 25 

mL, repetindo-se o procedimento descrito no item 4.2.4.4a. As leituras de absorbância 

obtidas foram substituídas na equação de reta, determinando-se as concentrações de 

quercetina na nanoemulsão. A precisão foi calculada em função do desvio padrão 

relativo (DPR), dado pela relação entre o desvio padrão e a concentração média de 

leitura (10 determinações) expressa em porcentagem, como apresentado na Equação 5 

(ICH, 1996; BRASIL, 2003; FDA, 2015).   
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Equação 5. Cálculo da precisão, onde: DPR = desvio padrão relativo; s = desvio padrão 

médio obtido por meio da curva analítica;    = concentração média determinada de todas 

as amostras consideradas 
 

Foram calculadas a precisão intra-dia e inter-dia. A precisão intra-dia considera 

valores encontrados em um período de tempo reduzido, realizados no mesmo 

laboratório e pelo mesmo analista, representada pela concordância dos resultados nas 

medições sucessivas do mesmo método. A precisão intermediária ou reprodutibilidade 

inter-dia envolveu a relação entre os resultados adquiridos no mesmo laboratório em 

dias diferentes, por analistas diferentes (ICH, 1996; BRASIL, 2003; FDA, 2015). 

 

c) Exatidão  

Para a avaliação da exatidão do método, realizou-se o teste de recuperação do 

padrão. Tranferiu-se uma alíquota de 0,5 g da nanoemulsão para um balão de 50 mL e 

completou-se o volume com solução metanólica de ácido acético a 5% v/v. Alíquotas de 

2,5 mL foram transferidas juntamente com diferentes volumes da solução padrão de 

quercetina 100 μg/mL (0,25; 0,5; e 0,75 mL), em triplicata, para balões volumétricos de 

25 mL, repetindo-se o procedimento descrito no item 4.2.4.4a. 

A exatidão foi expressa pela relação entre a concentração média determinada 

experimentalmente e a concentração teórica correspondente (Equação 6) (ICH, 1996; 

BRASIL, 2003; FDA, 2015).  

 

      
   

   
      

 

Equação 6. Cálculo da exatidão, onde: E (%) = exatidão em porcentagem; CME = 

concentração média determinada experimentalmente; CMT = concentração média 

teórica de todas as amostras consideradas 
 

d) Especificidade 

Uma alíquota de 0,5 g da formulação base (sem adição de quercetina) foi 

transferida para um balão de 50 mL, completando-se o volume com solução metanólica 

de ácido acético a 5% (v/v) (réplicas de dez). Desta dispersão, alíquotas de 2,5 mL 

foram transferidas para balões volumétricos de 25 mL, repetindo-se o procedimento 

descrito anteriormente.  
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e) Limites de quantificação e de detecção 

O limite de quantificação (LQ) de uma substância é a menor quantidade na 

amostra que pode ser quantificada com exatidão e precisão (ICH, 1996). Este parâmetro 

é geralmente calculado para compostos presentes em baixos níveis e também para 

determinação de impurezas e produtos de degradação. O limite de detecção (LD) de 

uma substância é a menor quantidade na amostra que pode ser detectada mas não 

quantificada com exatidão e precisão (ICH, 1996).  

 Os limites de quantificação (LQ) e detecção (LD) foram calculados de acordo 

com as Equação 7 e Equação 8.  

       
  

  
 

Equação 7. Limite de quantificação, onde: σ = desvio padrão do intercepto; IC = 

inclinação da curva analítica 

 

        
 

  
 

Equação 8. Limite de detecção, onde: σ = desvio padrão do intercepto; IC = inclinação 

da curva analítica 

 

4.2.4.6 Avaliação dos resultados 

Ao final do período de 90 dias, os dados obtidos em todas as análises (pH, 

atividade antioxidante equivalente em Trolox
®
, conteúdo de quercetina, diâmetro médio 

de gotícula e potencial zeta) foram avaliados estatisticamente, por ANOVA seguido do 

teste de Tukey (α = 0,05), sendo a formulação classificada como segue:  

i.  (M) Modificada, contendo alterações estatisticamente significativas; 

ii. (N) Normal, sem alteração estatisticamente significativa. 

 

4.2.5 Fotoestabilidade da nanoemulsão 

A avaliação da fotoestabilidade da nanoemulsão envolveu a determinação do 

perfil de absorção e da atividade antioxidante após períodos de exposição à radiação 

solar artificial (UV/Vis) de 10 min a 8 h. A exposição foi realizada no simulador solar 

Suntest
®
 CPS+ (Atlas, Alemanha) equipado com uma lâmpada de xenônio e filtro UV 

special glass, cuja irradiância espectral é apresentada na Figura 24. Tal filtro age 

eliminando comprimentos de onda menores que 290 nm e radiação infravermelha, com 
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a finalidade de evitar efeitos térmicos. A irradiância do simulador solar foi mantida a 

500 W/m
2
. 

 

Figura 24. Irradiância espectral do filtro UV special glass utilizado no simulador solar 

Suntest
®
 CPS+ (ATLAS, 2016) 

 

 

4.2.5.1 Perfil de Absorção 

Amostras da nanoemulsão foram aplicadas uniformemente a 0,75mg/cm
2
 em 

placas de PMMA (polimetilmetacrilato) (HELIO PLACA HD 6) e secaram a 

temperatura ambiente (22,0 ± 2,0º C) durante 25 min no escuro (EUROPEAN 

COSMETICS ASSOCIATION (COLIPA), 2011; VELASCO et al., 2012). O seu 

espectro de absorção, antes e após a exposição à radiação solar artificial, foram obtidos 

no intervalo de 250 - 450 nm, utilizando o espectrofotômetro de refletância difusa com 

esfera de integração Labsphere
®
 UV-2000S. 

 

4.2.5.2 Atividade Antioxidante 

Uma alíquota da nanoemulsão foi transferida para uma cubeta de quartzo 

fechada com tampa e exposta à radiação solar artificial, conforme as condições descritas 

anteriormente. As amostras irradiadas foram diluídas 500x em etanol P.A e alíquotas de 

0,5 mL foram adicionados a 2,5 mL de uma solução de DPPH· 100 μM (triplicata), 

sendo a atividade antioxidante determinada como descrito no item 4.2.4.4.  
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4.2.6 Caracterização da nanoemulsão 

A nanoemulsão aprovada na Avaliação de Estabilidade Normal foi caracterizada 

de acordo com os seguintes ensaios: 

 

4.2.6.1 Eficiência de encapsulamento 

 A eficiência de encapsulamento da quercetina na nanoemulsão foi determinada 

por meio da diferença entre a quantidade de quercetina total na formulação e a 

quercetina livre (presente na fase aquosa). A quantidade total foi calculada conforme 

procedimento descrito no item 4.2.4.5. Com a finalidade de calcular a quantidade de 

quercetina livre na nanoemulsão, a formulação foi submetida a uma etapa de 

centrifugação utilizando uma unidade de ultracentrifugação (10KDa Amicon; 

Millipore
®
,USA), a 21.400 g por 30 min a 22,0 ± 1,0° C (OLIVEIRA et al., 2016) e 

quantificada no sobrenadante pelo método descrito anteriormente (item 4.2.4.5). A 

eficiência de encapsulamento foi calculada conforme indicado na Equação 9 (WU et 

al., 2008; OLIVEIRA et al., 2016).  

 

        
          

    
     

Equação 9. Eficiência de encapsulamento (EE), onde: M(T) = quantidade total de 

quercetina na nanoemulsão; M(f) = quantidade de quercetina livre na nanoemulsão 

 

4.2.6.2 Reologia 

 Os parâmetros reológicos da nanoemulsão foram obtidos no reômetro Paar 

Physica
®

 MCR 300. Empregou-se um cone e fixação de placas (50 mm de diâmetro, 

1º). As curvas de fluxo foram determinadas a 20, 30, 35, 40 e 50° C, variando a taxa de 

cisalhamento de 1 a 200 s
-1

. A temperatura foi mantida constante, com variação máxima 

de ± 0,05° C, por uma placa de Peltier. Um conjunto de uma centena de pontos (10 

s/ponto) foi coletado em uma rampa linear (HOWE; PITT, 2008). A viscosidade, , foi 

calculada de acordo com a Equação 10. 





  

Equação 10. Cálculo da viscosidade (), onde:  = tensão de cisalhamento;    = 

velocidade de cisalhamento 
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4.2.6.3 Microscopia Eletrônica de Transmissão Criogênica (Cryo-TEM) 

 A obtenção das imagens por Cryo-TEM foi realizada na Albert-Ludwigs 

Universität Freiburg, Alemanha, utilizando o Microscópio de Transmissão LEO 912 Ω 

(Zeiss, Oberkochen, Alemanha) contendo suporte de amostras criogênico D626 (Gantan 

Inc., Pleasanton, EUA). As imagens foram gravadas em um sistema Proscan (Oxford 

Instruments, Abingdon, EUA) e processados em software iTEM 5.0 (Build 1054) (soft 

image System GmbH, Münster, Alemanha) (KLANG et al., 2012). A análise das 

imagens permitiu confirmar o formato da nanoestrutura formada, assim como calcular o 

diâmetro médio das gotículas.  

 

4.2.6.4 Microscopia de Força Atômica (AFM) 

 As imagens por AFM foram obtidas no microscópio de força atômica 

Nanoscope IIIa Multimode (Digital Instruments, Bruker, Santa Barbara), utilizando 

pontas de silício (TESP, Bruker) com frequência de ressonância de 300 kHz, a taxa de 

1,5 Hz. As imagens foram obtidas à temperatura ambiente (22,0 ± 2,0º C), colocando-

se gotas da nanoemulsão sobre uma superfície de grafite altamente orientado (HOPG).  

 

 A determinação da localização da quercetina na nanoestrutura tornou-se 

fundamental com a finalidade de entender o mecanismo de estabilização adicional que 

esse flavonoide conferiu à nanoemulsão, visto que a formulação base (preparada sem a 

adição de quercetina) não apresentou estabilidade física pois se observou separação de 

fases logo após seu preparo. Para tanto, foram obtidas imagens por Microsocopia 

Confocal de Fluorescência e foram realizados ensaios por análise térmica, visando 

identificar interações entre os tensoativos presentes na nanoemulsão e a quercetina.  

 

4.2.6.5 Microsocopia Confocal de Fluorescência 

 A característica da quercetina de apresentar fluorescência permitiu sua 

visualização na nanoemulsão por Microsocopia Confocal de Fluorescência. As imagens 

foram obtidas utilizando o microscópio confocal invertido de fluorescência Leica TCS 

SP5 (Leica Microsystems GmbH CMS, Mannheim, Alemanha) com dois fótons de 

excitação a 740 nm, excitação linear a 458 nm e emissão recolhidos entre 380 e 500 nm. 

 

 

 



82 

4. MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

4.2.6.6 Análise térmica 

 A Calorimetria Exploratória Diferencial (Differential Scanning Calorimetry - 

DSC) é um método útil para avaliar a existência de interações entre diferentes 

componentes de formulações (CRAIG; READING, 2006; SAUNDERS, 2008), que 

podem, por exemplo, ser evidenciadas por alterações no ponto de fusão e área, 

alargamento ou aparecimento/desaparecimento dos picos. As curvas DSC foram obtidas 

com as matérias-primas utilizadas no preparo da nanoemulsão, bem como para a 

nanoemulsão liofilizada e misturas físicas de tensoativos e quercetina. Os ensaios foram 

realizados em um Calorímetro Diferencial de Varredura – Perkin Elmer DSC 7, 

utilizando as seguintes condições experimentais: atmosfera de nitrogênio dinâmica a 

30,0 mL/min, faixa de aquecimento 20 - 85º C a 5,0° C/min. Amostras com massas de 

~10 mg foram seladas em cadinhos de alumínio e pesadas na ultrabalança Mettler
®

 

XP2U (CRAIG; READING, 2006). 

 

4.2.7 Avaliação do potencial de irritação ocular por método in vitro HET-

CAM - Hen's Egg Test – Chorioallantoic Membrane 

Ovos de galinhas do tipo legorne branca, galados, foram incubados por 10 dias a 

37
o 

C e 65% de umidade relativa (UR) na incubadora de ovos Chocmaster
®
 (Figura 

25A). Após o período de incubação, os ovos foram abertos com auxílio de uma pinça e 

a membrana da casca foi hidratada com 300 μL de solução fisiológica (NaCl 0,9% p/v), 

sendo retirada delicadamente com a pinça (Figura 26). Posteriormente, o mesmo 

volume de amostra da nanoemulsão foi depositado sobre a membrana corioalantoide. O 

controle positivo do teste foi realizado com dispersão de dodecilsulfato de sódio (SDS) 

a 1,0% (p/v) e o controle negativo com solução fisiológica (NATIONAL INSTITUTE 

OF ENVIRONMENTAL HEALTH SCIENCES (NIEHS), 2006). O ensaio foi realizado 

em triplicata. 

O ovo foi acomodado em um suporte e a câmera foi posicionada de maneira a 

gravar as alterações da membrana corioalantoide com nitidez, por 5 min (Figura 25B).  
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Figura 25. Equipamentos para realização do teste HET-CAM. (A) Incubadora de ovos; 

(B) Câmera digital 

 

 
A B 

Figura 26. HET-CAM. (A) Abertura realizada na casca do ovo; (B) Imagem da 

membrana corioalantoide após procedimento de hidratação com solução fisiológica; (C) 

Focalização na membrana corioalantoide para gravação dos eventos vasculares 
 

 

   

A B C 

 

 

Os eventos vasculares (hemorragia, lise ou coagulação) foram gravados por 5 

min (câmera DigiMicro 2.0 Scale) e analisados posteriormente. O índice de irritação 

ocular (IS) foi calculado de acordo com a Equação 11 (KALWEIT et al., 1990; 

NATIONAL INSTITUTE OF ENVIRONMENTAL HEALTH SCIENCES (NIEHS), 

2006).  

 

    
                             

   
 

Equação 11. Índice de irritação ocular (IS), onde: H = tempo (s) para iniciar um evento 

hemorrágico; L = tempo (s) para iniciar uma lise vascular; C = tempo (s) para iniciar 

uma coagulação 
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De acordo com a Equação 11, os produtos podem ser classificados de acordo 

com o Quadro 5. 

 

Quadro 5. Classificação do potencial de irritação ocular (KALWEIT et al., 1990) 

Índice de irritação ocular (IS) Classificação 

0 – 0,9 Não irritante  

1 – 4,9 Levemente irritante  

5 – 8,9 Moderadamente irritante 

9 – 21 Fortemente irritante 

 

4.2.8 Biocompatibilidade da nanoemulsão 

O ensaio de biocompatibilidade foi realizado com 12 voluntários do sexo 

masculino e feminino, com idade média de 24,5 ± 6,7 anos, após assinatura do Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Os protocolos experimentais do estudo, 

bem como o TCLE, foram previamente apresentados e avaliados pelo Comitê de Ética 

da Faculdade de Ciências da Saúde e Tecnologias da Universidade Lusófona de 

Humanidades e Tecnologias (Anexo A). Os procedimentos estavam de acordo com os 

padrões éticos do comitê de experimentação humana e com a Declaração de Helsinki.  

Adesivos epicutâneos (Finn Chambers Epitest, Finlândia) foram aplicados sobre 

os antebraços dos voluntários, mantendo-os em contato com a pele durante 24 h. Cada 

adesivo apresentava duas câmaras, uma para a nanoemulsão e outra para água destilada 

(controle negativo).  Medidas não-invasivas das propriedades biofísicas da pele foram 

realizados em cada local de teste. A hidratação do estrato córneo foi avaliada com 

Corneometer
®

 CM 825 (CK Electronics GmbH, Alemanha), e a função de barreira da 

pele com Tewameter
®
 TM 300 (CK Electronics GmbH, Alemanha). O eritema foi 

quantificado por meio do parâmetro a*, que está relacionado com a cor vermelha, 

usando um Chroma Meter Minolta
®

 CR-300 (Minolta Camera, Japão). Todas as 

medições foram realizadas em triplicata. Os valores basais foram determinados antes da 

aplicação dos adesivos e as outras medições foram realizadas 2 h após a sua remoção 

(24 h da colocação). Para minimizar o efeito de variabilidade inter-individual, os 

resultados foram analisados a partir da razão entre os valores obtidos após a aplicação 

do adesivo e os valores basais (OLIVEIRA et al., 2015). A diferença estatística entre os 
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valores obtidos, antes e após aplicação da nanoemulsão catiônica, foi obtida por teste t 

para duas médias (α = 0,05).  

 

4.2.9 Avaliação de eficácia da nanoemulsão 

A eficácia da nanoemulsão na proteção das propriedades de mechas de cabelo 

tingidas com cores ruivo e loiro, expostas à radiação UV, foi determinada pela avaliação 

de parâmetros físicos, fisico-químicos e químicos: cor do cabelo, propriedade mecânica 

(tração à ruptura), penteabilidade a seco, fricção e perda proteica. A morfologia das 

cutículas das fibras capilares foi avaliada por Microscopia de Força Atômica (AFM) e 

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV). O nível de melanina radical formada 

durante o processo de exposição à radiação UV, assim como o Fator de Proteção 

Radicalar - FPR (Radical Hair Protection Factor - RHF) foram determinados por 

Espectroscopia de Ressonância Paramagnética Eletrônica (Electron Paramagnetic 

Resonance - EPR).  

 

4.2.9.1 Amostras de cabelo 

4.2.9.1.1 Pré-tratamento 

Foram utilizadas mechas de cabelo caucasiano virgens castanho-escuro com 

15,0 cm de comprimento e 3,0 cm de largura (DeMeo Brothers
®
, NY), que foram pré-

tratadas por meio de um procedimento de lavagem para remover quaisquer vestígios de 

sujidade ou produto cosmético, de acordo com método padronizado. As mechas foram 

umedecidas por 30 s com água morna (40,0 ± 1,0° C). Em seguida, foram aplicados 4,0 

mL de dispersão de lauril éter sulfato de sódio (10% p/p) e o cabelo foi massageado por 

1 min com movimentos suaves utilizando polegar e dedo médio, a partir da raiz até as 

pontas. As mechas foram, em seguida, enxaguadas durante 1 min com água morna, o 

excesso de água foi removido, e secaram naturalmente à temperatura ambiente (22,0 ± 

2,0º C), por pelo menos 24 h (DARIO et al., 2013). 

 

4.2.9.1.2 Procedimentos de descoloração e tintura 

Após a secagem, as mechas foram descoloridas com uma mistura de persulfato 

de amônio e peróxido de hidrogênio (40 vol) (Amend
®
), misturados na proporção 1:2 

(p/p), por período de 40 min, seguido pelo procedimento de lavagem descrito 

anteriormente (item 4.2.9.1.1). 
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As mechas de cabelo foram tratadas com tinturas capilares oxidativas comerciais 

(Amend
®

). Parte foi tingida com a cor ruivo (6.66) e a outra com a cor loiro (12.0). O 

produto comercial foi misturado com peróxido de hidrogênio (30 vol), na proporção 1:1 

(p/p) e aplicado às mechas na proporção 1:1 (p/p). A reação ocorreu durante 40 min. 

Após este período, as mechas foram lavadas e secas de acordo com a metodologia 

descrita anteriormente. 

 

4.2.9.2 Exposição à radiação solar artificial 

As mechas permaneceram mergulhadas na nanoemulsão por período de 10 min 

para possibilitar a penetração da quercetina nanoestruturada pelas camadas da cutícula e 

córtex (JUNG et al., 2006). Em seguida, o excesso de produto foi retirado utilizando os 

dedos polegar e médio, a partir da raiz até as pontas. A proporção de produto aplicado 

foi estimado em 1:1 (p/p) por meio da pesagem das mechas antes e após a realização 

deste procedimento. As mechas controle foram mergulhadas em água destilada, 

realizando-se o mesmo procedimento descrito para aquelas tratadas.  

As mechas de cabelo foram expostas à radiação solar artificial (UV/Vis) emitida 

pelo simulador solar Suntest CPS+ (Atlas, Alemanha) equipado com uma lâmpada de 

xenônio e filtro UV special glass. O teste foi realizado a 35,0 ± 5,0° C; a emissão foi 

mantida a 500 W/m
2
 (300-800 nm), o que corresponde à irradiância de 56 W/m

2 
na faixa 

do UV (300-400nm). As mechas foram expostas durante dois períodos de tempo de 90 

h, totalizando 180 h de exposição (FERNANDEZ et al., 2012b; DARIO et al., 2013). 

Antes de cada período, a nanoemulsão foi reaplicada. 

 

4.2.9.3 Cor 

As medidas de cor foram realizadas utilizando o espectrofotômetro Evolution 

600 UV/VIS (Thermo Scientific), equipado com acessório de reflectância difusa DRA-

EV-600 e os valores do sistema CIE L*, a*, b* foram obtidos no software VISIONlite 

colorCalc. As medições foram efetuadas em triplicata no meio de cada mecha. Os 

parâmetros L-a-b foram medidos antes da aplicação da nanoemulsão e após o 

procedimento de lavagem e secagem realizado para remover o produto após a etapa de 

exposição à radiação solar artificial. A mudança de cor total das amostras de cabelo foi 

determinada através do cálculo do parâmetro dE*, utilizando a Equação 12 

(SCANAVEZ et al., 2000; SIGNORI, 2004).  
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dE* = {(dL*)
2
 + (da*)

2
 + (db*)}

1/2 

Equação 12. Cálculo do dE* = parâmetro de variação de cor total; dL* = parâmetro 

que representa a diferença no parâmetro claro-escuro (0 para preto e 100 para branco); 

da* = diferença de cor na coordenada verde-vermelho (positivo se mais vermelho e 

negativo se mais verde); db* = diferença de cor na coordenada azul-amarelo (positivo 

se mais amarelo e negativo se mais azul). 

 

A percentagem de proteção oferecida pela nanoemulsão foi calculada de acordo 

com a Equação 13 (SIGNORI, 2004).  

 

           
        

   
      

Equação 13. Porcentagem de proteção (%), onde: dEB = variação total da cor de 

cabelos sem tratamento; dEA = variação total da cor de cabelos tratados com a 

nanoemulsão 

 

4.2.9.4 Tração à ruptura 

As curvas tensão-deformação foram obtidas no Dia-stron
®
 MTT 175 à 

temperatura ambiente (22,0 ± 2,0º C) e 65% UR. Vinte fios foram selecionados 

aleatoriamente e crimpados. O ensaio foi realizado à velocidade de 100 mm/min e 

extensão de 200%. O diâmetro dos fios foi medido com micrômetro Mitutoyo
®
, em três 

posições (raiz, porção média e ponta) e o valor médio foi utilizado para calcular a área 

transversal da fibra capilar. Esta última variável e a força de ruptura foram utilizados 

para calcular a tração à ruptura (gmf.mm
-2

), conforme Equação 14. Possíveis diferenças 

estatisticamente significativas foram verificadas por teste t para duas médias (α = 0,05). 

 

Tração à ruptura =  
   ç             

                                 
 

 

Equação 14. Cálculo da Tração à ruptura 

 

4.2.9.5 Penteabilidade 

O trabalho total para pentear a seco foi determinado no Dia-stron
® 

MTT 175 à 

temperatura ambiente (22,0 ± 2,0º C) e 65% UR. As mechas de cabelo foram 

inicialmente penteadas 10 vezes usando um pente plástico para desembaraçar os fios, 

evitando assim danos ao equipamento. Os parâmetros operacionais foram: força de 
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2000g; velocidade do pente de 120 mm/min. Cinco ensaios, no mínimo, foram 

conduzidos para cada mecha, sendo que entre cada ensaio a mecha era rotacionada 360º 

por 5 vezes (EVANS; MARSH; WICKETT, 2011). A porcentagem de variação na força 

necessária para pentear a seco foi calculada comparando-se os valores obtidos para a 

mesma mecha de cabelo, antes e após a exposição à radiação solar artificial.  

 

4.2.9.6 Fricção 

O coeficiente de fricção foi determinado no Dia-stron
® 

MTT 175 à velocidade de 

600 mm/min, à temperatura ambiente (22,0 ± 2,0º C) e 65% UR. 

 

4.2.9.7 Perda proteica 

A determinação da perda proteica foi realizada pelo método de Lowry 

modificado por Peterson (LOWRY et al., 1951; PETERSON, 1977), validado 

anteriormente em nosso laboratório (GAMA, 2010). Em erlenmeyer foram transferidos 

100 mg de cabelo (cortado em fragmentos ~1 cm) e 15 mL de água destilada. A mistura 

foi sonicada em banho de ultrassom (Ultrasonic Clean
®
 1600 Unique) por 40 min. 

Posteriormente, 2,0 mL do sobrenadante foram adicionados a 2,0 mL do Reagente A. 

Após 10 min, 1,0 mL do Reagente B foi adicionado e a reação ocorreu por 30 min no 

escuro. A absorbância foi medida a 750 nm no espectrofotômetro Evolution 600 UV-Vis 

utilizando água destilada como branco de reação (SANDHU; RAMACHANDRAN; 

ROBBINS, 1995; SILVA; NUNES; GESZTESI, 2004; FARIA et al., 2013). A curva de 

calibração foi construída utilizando albumina de soro bovino (BSA) e os resultados 

foram expressos em proteína equivalente em albumina/ massa de cabelo. 

  

Reagente A: no balão volumétrico de 100 mL colocaram-se 25,0 mL de uma solução 

contendo 0,1% p/v de sulfato de cobre; 0,2% p/v de tartarato de sódio e potássio; 10% 

p/v de carbonato de sódio; 25,0 mL de uma solução de hidróxido de sódio 0,8N; 25,0 

mL de uma solução de dodecilsulfato de sódio 10% p/v. Completou-se o volume com 

água destilada e homogeneizou-se o conteúdo.
 

 

Reagente B: no balão volumétrico de 50 mL, transferiram-se 8,4 mL do reagente de 

Folin-Fenol Cioucalteau, completando-se o volume com água destilada, seguido de 

homogeneização. 
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A análise do impacto da radiação solar artificial, assim como do grau de 

fotoproteção oferecido pela nanoemulsão nas camadas externas da fibra capilar, foi 

realizada por meio da obtenção de imagens das cutículas das fibras capilares, por duas 

técnicas distintas, mas complementares: Microscopia de Força Atômica e Microscopia 

Eletrônica de Varredura.  

 

4.2.9.8 Microscopia de Força Atômica (AFM) 

Imgens 3D, 2D e perfil topográfico das cutículas das fibras capilares foram 

obtidas por AFM no microscópio de força atômica Nanoscope IIIa Multimode (Digital 

Instruments, Bruker, Santa Barbara), usando pontas de silício (TESP, Bruker) com 

frequência de ressonância de 300 kHz, e taxa de 1,5 Hz, à temperatura ambiente (22,0 

± 2,0º C) (SWIFT; SMITH, 2000).  

 

4.2.9.9 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

Três fibras de cada mecha foram recobertas com platina (Baltec MED 020), 

antes da observação morfológica, utilizando o microscópio eletrônico de varredura (FEI 

Quanta 600 FEG). Todas as micrografias foram coletadas com voltagem de aceleração 

de 10 kV, utilizando detector de elétrons secundários, à temperatura ambiente (22,0 ± 

2,0º C) (SCANAVEZ; SILVEIRA; JOEKES, 2003).  

 

4.2.9.10 Espectroscopia de Ressonância Paramagnética Eletrônica (EPR) 

O nível de melanina radical foi quantificado diretamente por EPR, utilizando 

amostras de cabelo de 15 cm de comprimento e massa ~50 mg. As mechas foram fixadas 

na superfície externa de um capilar de quartzo de 4 mm de diâmetro e submetidas à 

espectroscopia de ressonância paramagnética eletrônica em um espectrômetro Bruker 

EMX de banda X equipado com uma cavidade “Super High Q Cavity”. Os espectros de 

EPR foram obtidos à temperatura ambiente (25,0 ± 2,0º C) utilizando os seguintes 

parâmetros instrumentais: 5 mW de potência de microondas, 1 G de amplitude de 

modulação, 2,4 G/s de velocidade de varredura e 82 ms de constante de tempo 

(FERNANDEZ et al., 2012a).  

Para obtenção dos espectros de EPR, as mechas de cabelo (tratadas com a 

nanoemulsão ou não) foram expostas à radiação solar artificial utilizando irradiância de 

500 W/m
2
 (300-800 nm) por 1 h no simulador solar Suntest

®
 CPS+. Os espectros foram 

obtidos após 10 min do término da exposição UV/visível. O nível de melanina radical 
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foi calculado a partir da dupla integração dos espectros de EPR, no programa Origin
®

 

(Microcal Software, Inc). 

O Fator de Proteção Radicalar (FPR) foi calculado utilizando-se a Equação 15, 

que relaciona a quantidade de radicais livres formados no cabelo desprotegido com 

aquela formada no cabelo ao qual foi aplicada a nanoemulsão (HERRLING; JUNG & 

FUCHS, 2008). 

 

    
                                

                             
 

 

Equação 15. Cálculo do Fator de Proteção Radicalar (FPR) 
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5.1 Obtenção das nanoemulsões 

As nanoemulsões, em função do reduzido diâmetro de gotícula, apresentam-se 

transparentes, além de possuírem viscosidade baixa, por vezes muito próxima à da água. 

Dentre as nove preparações elaboradas, somente três apresentaram aspecto compatível com 

nanoemulsão (Q5, Q6 e Q7) (Figura 27), sendo que outras três formaram macroemulsões de 

aspecto leitoso (Q1, Q3 e Q4). Três formulações (Q2, Q8 e Q9) apresentaram-se na forma de 

Winsor I, ou seja, composta por fase oleosa (superior) em equilíbrio com fase emulsionada 

(inferior), sendo que na Q2 houve acúmulo de quercetina na interface óleo/água. As 

nanoemulsões Q8 e Q9 possuíam fase superior de aparência mais leitosa, provavelmente em 

função da maior quantidade do tensoativo não-iônico oleth-20 (sólido branco à temperatura 

ambiente). Todas apresentaram coloração amarela em função da presença da quercetina. O 

odor das formulações era característico dos tensoativos utilizados, principalmente dos não-

iônicos (oleth-20 e oleth-3).  

 

Figura 27. Aspecto das nanoemulsões desenvolvidas contendo quercetina (0,5% p/p) 48 h 

após o preparo 

 

Legenda: (% p/p) Q5 = oleth-20 (5,03)  e oleth-3 (3,97); Q6 = oleth-20 (5,60) e oleth-3 (3,40); Q7 = 
oleth-20 (6,16) e oleth-3 (2,84). 

 

5.2 Avaliação de Estabilidade Preliminar 

Somente as formulações Q5 a Q7 foram submetidas à Avaliação de Estabilidade 

Preliminar, pois as demais apresentaram separação de fases algumas horas após seu preparo 

ou aspecto de macroemulsão.  

As preparações analisadas, como esperado para as nanoemulsões, não apresentaram 

sinais de instabilidade, sendo cada uma classificada como Normal no ensaio. Assim, com a 

finalidade de escolher uma formulação para ser avaliada no ensaio de Avaliação de 
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Estabilidade Normal, elas tiveram o diâmetro médio de gotícula  e índice de polidispersão 

determinados, sendo os resultados apresentados na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Diâmetro médio de gotícula e índice de polidispersão das nanoemulsões 

 

Formulação D micM ± DP (nm) IPD 

Q5 23,55 ± 0,54 0,300 

Q6 24,97 ± 0,30 0,272 

Q7 29,30 ± 0,46 0,296 

Legenda: D micM: diâmetro médio de gotícula; DP: desvio padrão; IPD: índice de polidispersão (n=9)  

 

Todas as formulações apresentaram valores referentes ao diâmetro médio de gotícula 

muito semelhantes, sendo que a escolha baseou-se no índice de polidispersão (IPD), visto que 

quanto menor a variação entre o tamanho de gotículas, menor será a velocidade do fenômeno 

de desestabilização denominado Ostwald ripening, o mais provável de ocorrer em 

nanoemulsões.  

Assim, a formulação Q6, cujos gráficos de distribuição por intensidade, número e 

volume encontram-se na Figura 28, por possuir o menor valor de IPD e diâmetro médio de 

gotícula compatível, foi selecionada para prosseguir na Avaliação de Estabilidade Normal.  

Além disso, a partir dos resultados, observou-se que o método de preparo utilizado 

(sub-PIT) foi eficaz na obtenção da nanoemulsão monodispersa de reduzido diâmetro médio 

de gotícula (abaixo de 30nm), raramente descrito na literatura, e que o IPD foi adequado, com 

valor inferior a 0,3 conforme recomendado pela literatura (NEMEN; LEMOS-SENNA, 2011). 
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Figura 28. Distribuições de diâmetro por intensidade (A), número (B) e volume (C) da 

nanoemulsão Q6 

 

A 

 

B 

 

C 

 

A nanoemulsão Q6, denominada a partir deste momento de nanoemulsão catiônica, 

apresentou potencial zeta positivo (+19,6 ± 2,2 mV), em função da presença do tensoativo 

catiônico CCTA e pelo emprego do método adequado de preparo (sub-PIT). Valores maiores 

de potencial zeta, em torno de |30 mV|, como os recomendados pela literatura (DHAWAN; 

AGGARWAL; HARIKUMAR, 2014) com a finalidade de minimizar o processo de 

coalescência entre as gotículas, seriam alcançados com a incorporação de maiores 



95 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

concentrações do tensoativo citado. Porém, desejou-se trabalhar na concentração máxima 

recomendada (1,0% p/p) pela SCCS com a finalidade de garantir a segurança de aplicação de 

produto.  

A distribuição de potencial zeta da nanoemulsão, como mostrado na Figura 29, 

indicou homogeneidade de distriuição de cargas nas gotículas.  

 

Figura 29. Distribuição de potencial zeta da nanoemulsão catiônica (n=3) 

 

 

 Uma formulação base de composição semelhante à nanoemulsão catiônica, preparada 

sem adição de quercetina, foi obtida pelo método sub-PIT. Como pode ser observado na 

Figura 30, a formulação base apresentou-se instável fisicamente, o que sugere a atuação da 

quercetina como co-tensoativo da formulação, como será discutido mais adiante.   

 

Figura 30. Aspecto macroscópico da formulação base (A) e nanoemulsão catiônica (B) 

 

 

  

A B 
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5.3 Avaliação de Estabilidade Normal 

Na Avaliação de Estabilidade Normal, a nanoemulsão catiônica foi armazenada em 

diferentes condições de temperatura (5,0 ± 2,0
o 

C; 25,0 ± 2,0
o 

C; 45,0 ± 2,0
o 

C) (BRASIL, 

2004), sendo avaliados os parâmetros: características organolépticas, valor de pH, diâmetro 

médio de gotícula, potencial zeta, conteúdo de quercetina e atividade antioxidante equivalente 

em Trolox
®
.  

 

5.3.1 Características organolépticas 

A nanoemulsão apresentou alterações de cor e de aparência, principalmente em 

relação à transparência, nas seguintes condições de armazenamento: 25,0 ± 2,0
o 

C e 45,0 ± 

2,0
o 

C. A 5,0 ± 2,0
o 

C (Figura 31A), nenhuma alteração foi observada ao longo dos 90 dias. 

Porém, após este período a 25,0 ± 2,0
o 

C (Figura 31B), a nanoemulsão perdeu a transparência 

mas manteve a coloração amarela. No entanto, a 45,0 ± 2,0
o 

C (Figura 31C), além da 

opacidade nitidamente observada, a formulação apresentou alteração de cor, apresentando-se 

laranja/marrom. Estas alterações de cor indicam a ocorrência do processo de oxidação da 

quercetina, sendo este efeito relacionado à temperatura de armazenamento, pois a oxidação é 

acelerada por temperaturas mais elevadas (ZENKEVICH et al., 2007; BARNES; FOSS JR.; 

SCHUG, 2013). O odor da formulação, característico dos tensoativos não-iônicos utilizados, 

permaneceu inalterado durante todo o período de avaliação, nas diferentes condições de 

armazenamento. 

 

Figura 31. Aspecto da nanoemulsão catiônica após 90 dias de armazenamento nas diferentes 

condições de temperatura 

 

   

A B C 

Legenda: A = 5,0 ± 2,0
o 
C; B = 25,0 ± 2,0

o 
C; C = 45,0 ± 2,0

o 
C 
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O principal mecanismo envolvido na alteração do diâmetro de gotícula em 

nanoemulsões, responsável pela redução observada de transparência do sistema, é o fenômeno 

de desestabilização Ostwald ripening, que será discutido detalhadamente no item 5.3.2.  

 

5.3.2 Diâmetro médio de gotícula 

Na Avaliação de Estabilidade Normal observou-se que a condição de temperatura 

elevada (45,0 ± 2,0
o 

C) promoveu expressivo aumento no diâmetro médio de gotícula, que 

alcançou aproximadamente 300 nm, após 90 dias de armazenamento, ou seja, houve elevação 

de 10 vezes neste parâmetro em relação ao t0 (Figura 32). À temperatura ambiente (22,0 ± 

2,0
o 

C) houve menor variação, sendo que na condição a 5,0 ± 2,0
o 

C, o diâmetro médio de 

gotícula permaneceu constante. Portanto, a melhor condição de armazenamento da 

nanoemulsão, considerando apenas o parâmetro diâmetro médio de gotícula, é em baixa 

temperatura (5,0 ± 2,0
o 
C).  

O armazenamento a 22,0 ± 2,0
o 

C por 90 dias promoveu aumento de 2,5 vezes no 

diâmetro médio de gotícula, porém este parâmetro permaneceu ainda muito reduzido 

(~60nm), o que viabiliza seu emprego como formulação cosmética, com todos os benefícios 

que esse tipo de formulação pode apresentar.  

 

Figura 32. Diâmetro médio de gotícula (nm) da nanoemulsão catiônica nas diferentes 

temperaturas de armazenamento 

 

 

Existem diversos mecanismos de desestabilização de emulsões, como cremeação, 

floculação e Ostwald ripening (Figura 33) (TAYLOR, 1998). O reduzido diâmetro médio de 
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gotícula das nanoemulsões as torna resistentes à desestabilização por separação gravitacional, 

floculação e/ou coalescência. A resistência das nanoemulsões à cremeação se deve ao seu 

elevado movimento Browniano, suficiente para vencer sua baixa força gravitacional. 

Também, são resistentes à floculação devido à eficiente estabilização estérica em virtude das 

longas cadeias hidrofílicas dos tensoativos geralmente presentes (TAYLOR, 1998; 

WOOSTER; GOLDING; SANDUANSRI, 2008).  

 

Figura 33. Representação esquemática dos processos de desestabilização de emulsões 

(TAYLOR, 1998) 

 

 

Portanto, o aumento no diâmetro médio de gotícula observado a 45,0 ± 2,0
o 
C pode ser 

explicado pelo fenômeno de Ostwald ripening, caracterizado pela difusão molecular do óleo 

entre as gotículas através da fase aquosa. As constantes de Ostwald ripening dependem 

fortemente da solubilidade da fase oleosa na aquosa, como descrito por Liftsitz, Slesov e 

Wagner (teoria LSW) (TAYLOR, 1998; WOOSTER; GOLDING; SANDUANSRI, 2008). 

Quando o mecanismo de transferência de massa principal consiste na difusão individual de 

moléculas de óleo entre as gotículas, como demonstrado na Figura 34A, a constante de 

Ostwald ripening (ω3) é dada pela relação linear entre a variação do raio da gotícula ao cubo 

(dr
3
) e o tempo (dt) (WEISS et al., 1997; WEISS; CANCELIERI; MCCLEMENTS, 2000). 

Porém, quando o mecanismo principal se dá pelo transporte das moléculas de óleo por 

meio de gotículas (ω2) (Figura 34B), o aumento do raio é dado por uma relação linear entre a 
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variação do raio da gotícula ao quadrado (dr
2
) e o tempo (dt) (WEISS et al., 1997; WEISS; 

CANCELIERI; MCCLEMENTS, 2000).  

 

Figura 34. Representação dos mecanismos de solubilização da fase oleosa (WEISS et al., 

1997) 

  

A B 

Legenda: Mecanismo Ostwald ripening: A = Solubilização direta das moléculas de óleo na água (ω3); 

B = Formação espontânea de gotículas contendo fase oleosa, a partir de outra gotícula - Transporte 
goticular (ω2).   

 

Como se observou na Figura 35, na condição de 45,0 ± 2,0
o 

C, o número de gotículas 

apresentou alteração entre t0 e t7 (dias), mas permaneceu praticamente constante nos demais 

períodos analisados. Portanto, uma vez que essa condição tenha se estabelecido, denominada 

steady state (em t7), as constantes de Ostwald ripening podem ser determinadas (TAYLOR, 

2003).  

 

Figura 35. Distribuição de tamanho por número da nanoemulsão catiônica armazenada a 45,0 

± 2,0º C, entre t0 e t90 (dias) 
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Para as demais condições de armazenamento, 25,0 ± 2,0
o 

C ou 5,0 ± 2,0
o 

C, 

considerou-se que a condição steady-state foi rapidamente atingida, não sendo possível 

determinar o momento exato pois o número de gotículas observado permaneceu constante ao 

longo dos 90 dias de análise.           

Na Tabela 2 encontram-se os valores das constantes de Ostwald ripening (ω2 e ω3) e 

os coeficientes de determinação (r
2
), que indicam o grau de correlação entre os dois 

parâmetros (raio da gotícula e tempo).  

 

Tabela 2. Constantes de Ostwald ripening para a nanoemulsão catiônica armazenada em 

diferentes condições de temperatura 

Condição de 

armazenamento 
ω2 (nm

2
 s

-1
) r

2 
(ω2) ω3 (nm

3
 s

-1
) r

2 
(ω3) 

5,0 ± 2,0
o 
C 5,4   10

-6
 0,96 9,3   10

-5
 0,96 

25,0 ± 2,0
o 
C 8,3   10

-5
 0,97 2,5   10

-6
 0,95 

45,0 ± 2,0
o 
C 1,2   10

-3
 0,84 2,4   10

-1
 0,94 

Legenda: ω2 = constante de Ostwald ripening - transporte goticular; ω3 = constante de Ostwald 

ripening - transporte individual; r
2 
= coeficiente de determinação.  

 

Como se pode observar, para a condição de 45,0 ± 2,0
o 
C, existe uma correlação linear 

(r
2
 = 0,94) entre a variação do raio da gotícula ao cubo (dr

3
) e tempo (dt), confirmando que o 

fenômeno de difusão individual de moléculas de óleo entre as gotículas (como exemplificado 

na Figura 34A) é o principal mecanismo que promove o aumento do seu diâmetro 

(TAYLOR, 2003). Além disso, a relação entre variação do raio ao quadrado (dr
2
) e tempo 

(dt) não apresentou resultado semelhante (r
2
 = 0,84), confirmando o tipo de instabilidade que 

predomina, em condição de temperatura elevada (45,0 ± 2,0
o 
C).  

Observou-se, também, que na condição de armazenamento a 45,0 ± 2,0
o 

C são 

observados os maiores valores das constantes de Ostwald ripening, porque a solubilidade da 

fase oleosa aumenta normalmente com a elevação da temperatura, o que propicia esse 

fenômeno de instabilidade (TAYLOR, 2003).  

A 25,0 ± 2,0
o 
C ou 5,0 ± 2,0

o 
C não houve o fenômeno de desestabilização prevalente 

porque os coeficientes de determinação foram muito similares. Os valores das constantes de 

Ostwald ripening a 25,0 ± 2,0
o 
C (ω2= 8,3   10

-5 
nm

2
s
−1

 e ω3 = 2,5   10
-6 

nm
3
s
−1

) foram 

menores que os reportados por Wooster et al. (2008), igual a 0,0483 nm
3
 s

-1
, que avaliou fase 
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oleosa composta por triglicérides de ácido cáprico/caprílico estabilizada em nanoemulsão por 

SDS-PEG, mantida à temperatura ambiente (WOOSTER; GOLDING; SANDUANSRI, 

2008). Este comportamento sugeriu que a nanoemulsão catiônica desenvolvida neste trabalho 

apresentou maior estabilidade que essa descrita na literatura.  

 

5.3.3 Potencial zeta 

Em relação ao potencial zeta da nanoemulsão catiônica, observou-se que não houve 

alterações significativas em todas as condições de armazenamento (Tabela 2), de acordo com 

a análise estatística (ANOVA, α = 0,05).  

 

Tabela 3. Potencial zeta (mV) da nanoemulsão catiônica bioativa nas diferentes temperaturas 

de armazenamento 

tempo (dias) Condição de armazenamento 

 
5,0 ± 2,0

o 
C 25,0 ± 2,0

o 
C 45,0 ± 2,0

o 
C 

 
Potencial zeta (mV) 

0 19,6 ± 2,19 

7 19,3 ± 2,8 18,2 ± 1,6 22,4 ± 1,4 

15 16,6 ± 0,9 17,2 ± 2,7 23,6 ± 2,7 

30 16,7 ± 1,9 16,9 ± 1,4 22,9 ± 2,2 

60 16,6 ± 1,6 16,0 ± 2,2 18,8 ± 1,7 

90 19,4 ± 2,3 20,9 ± 1,1 23,4 ± 1,4 

 

 

5.3.4 Potencial hidrogeniônico (pH)  

Alterações no valor de pH de formulações podem indicar a ocorrência de alguma 

reação química, incluindo degadação dos componentes presentes e oxidação (AULTON, 

2005).  

Em relação à nanoemulsão catiônica desenvolvida, os valores de pH permaneceram 

inalterados na condição de baixa temperatura (5,0 ± 2,0
o  

C) e apresentou redução de 6% a 

25,0 ± 2,0
o  

C, e 18% quando armazenada a 45,0 ± 2,0
o 

C (Tabela 4), sendo o grau de 

alteração dependente do tempo de armazenamento. Isto pode indicar a aceleração do processo 

de oxidação de grupos hidroxilas presentes na molécula da quercetina, processo que foi 

confirmado por meio da avaliação da atividade antioxidante e quantificação do conteúdo de 

quercetina da nanoemulsão (resultados que serão apresentados adiante). Portanto, a condição 
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de armazenamento em baixa temperatura e temperatura ambiente parecem ser as mais 

indicadas. Apesar de ter sido observada alteração durante o tempo de armazenamento à 

temperatura ambiente, o pH permaneceu dentro do valor fisiológico (4,5 - 6,5) e empregado 

em muitas formulações cosméticas capilares, principalmente em condicionadores (HALAL, 

2009).  

 

Tabela 4. Valores de pH (n = 3) nas diversas condições estudadas na Avaliação de 

Estabilidade Normal 

tempo (dias) Condição de armazenamento 

 
5,0 ± 2,0

o 
C 25,0 ± 2,0

o 
C 45,0 ± 2,0

o 
C 

 
pH 

0 5,45 ± 0,01
A
 

7 5,4 ± 0,01
 A

 5,4 ± 0,01
 A

 5,0 ± 0,01
 B

 

15 5,5 ± 0,01
 A

 5,4  ± 0,01
 B

 4,9  ± 0,01
C
 

30 5,4 ± 0,02
 A

 5,3 ± 0,02
 B

 4,4 ± 0,02
 D

 

60 5,5 ± 0,01
 A

 5,2 ± 0,02
 C

 4,2 ± 0,02
 E

 

90 5,5 ± 0,01
 A

 5,1 ± 0,02
 D

 4,1 ± 0,03
 F

 

Legenda: t0 = 48 h após o preparo da nanoemulsão catiônica. Valores que não compartilham uma letra, 
dentro da mesma coluna, são significativamente diferentes pela análise estatística por ANOVA 

seguida de Tukey (α = 0,05). 

 

 

5.3.5 Atividade antioxidante 

5.3.5.1 Determinação do λmáx de absorção do DPPH·  

Um varredura de comprimentos de onda (λ) foi realizada entre 400 e 700 nm com a 

finalidade de determinar o λmáx de absorção do DPPH·, utilizado nas demais determinações de 

absorbância, visto que este parâmetro pode variar em função do solvente utilizado. Como 

branco de reação, foi utilizado etanol absoluto P.A. Como pode ser observado na Figura 36, o 

λmáx de absorção do DPPH· no mesmo solvente ocorreu em 517 nm, como descrito na 

literatura (SHARMA; BHAT, 2009).   
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Figura 36. Curva de absorção do radical livre estável DPPH· em etanol absoluto P.A. 

 

 

5.3.5.2 Curva analítica de Trolox
® 

padrão de referência secundário 

O DPPH· é um radial livre estável que apresenta inicialmente coloração púrpura, 

detectada a 517 nm, como constatado anteriormente. Porém, a intensidade da cor é diminuída 

ou desaparece quando o radical é reduzido por um agente antioxidante (reação 4), de maneira 

que quanto menor a intensidade da cor ao final da reação, maior a atividade antioxidante do 

composto estudado (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995; SHARMA; 

GOYAL, 2012).   

 

DPPH• +  ArOH →  DPPH-H  + ArO•
                              

 (reação 4) 

                                                  (púrpura)                     (incolor)    

  

 Valores de atividade antioxidante são, geralmente, apresentados em função de um 

antioxidante padrão reconhecido de concentração conhecida. O Trolox
®
, por ser um composto 

antioxidante muito utilizado e descrito na literatura, foi escolhido como padrão de referência 

neste trabalho. Os dados necessários para construção da curva analitica (Figura 37) que 

relaciona a concentração de Trolox
® 

padrão de referência secundário (teor de pureza 97,0%) à 

porcentagem de sequestro de radicais livres (%SRL), obtidos segundo Equação 4, 

encontram-se na Tabela 5.  
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Tabela 5. Dados utilizados para construção da curva analítica de Trolox
®
 padrão de 

referência secundário (teor de pureza 97,0%) 

 

Conc. Trolox
®

 (µM) AbsM ± DP %SRLM ± DP 

15,52 0,888 ± 0,006 6,29 ± 0,58 

31,04 0,828 ± 0,009 12,62 ± 0,95 

46,56 0,771 ± 0,001 18,71 ± 0,06 

62,08 0,719 ± 0,003 24,12 ± 0,32 

77,60 0,649 ± 0,006 31,54 ± 0,59 

93,12 0,589 ± 0,008 37,83 ± 0,85 

108,64 0,521 ± 0,010 45,08 ± 1,02 

124,16 0,476 ± 0,013 49,75 ± 1,32 

139,68 0,402 ± 0,014 57,63 ± 1,50 

Legenda: Conc.: Concentração; DP: Desvio padrão; AbsM: Absorbância média (triplicata); %SRLM: 

Média dos valores de porcentagem de sequestro de radicais livres.   

 

 

Figura 37. Curva analítica de Trolox
®

 padrão de referência secundário (teor de pureza 97,0%) 

em função da porcentagem de sequestro de radicais livres 

 

 

A equação de reta que relaciona concentração de Trolox
®
 e %SRL encontra-se na 

Equação 16. 

y = 0,4115x - 0,4239 

Equação 16. Equação de reta que relaciona concentração de Trolox
®
 e %SRL, onde: y = % 

Sequestro de radicais livres; x = concentração de Trolox
®
 (µM), com r² = 0,9988, valor de 

acordo com a exigência da legislação (BRASIL, 2003) 
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5.3.5.3 Atividade antioxidante da nanoemulsão 

Os valores de absorbância obtidos para a nanoemulsão (nas diferentes condições e 

tempo de armazenamento) após a reação com o radical livre DPPH· foram traduzidos em 

termos de %SRL (Equação 4) que, por sua vez, foram substituídos na Equação 16, sendo os 

valores de atividade antioxidante expressos em concentração de Trolox
®
 equivalente, 

apresentados na Tabela 6.  

Na condição a 5,0 ± 2,0
o 

C ou a 25,0 ± 2,0
o 

C não foram observadas alterações 

significativas na atividade antioxidante da nanoemulsão catiônica, conforme análise estatística 

realizada (ANOVA, α = 0,05). Porém, a condição de armazenamento a 45,0 ± 2,0
o 

C 

promoveu modificação significativa na atividade antioxidante da nanoemulsão catiônica, 

observando-se redução de cerca de 25% após 90 dias. Esses resultados corroboram com a 

alteração nos valores de pH e de coloração da formulação (que adquiriu cor laranja/marrom), 

como anteriormente apresentados, e indicam a sensibilidade da quercetina a temperaturas 

elevadas. Estes resultados são mais um indicador de que as condições ideais de 

armazenamento são temperatura ambiente ou baixa temperatura, ou seja, abaixo de 25,0 ± 

2,0
o 
C. 

À temperatura ambiente, foi demonstrado que a quercetina em solução aquosa 

degrada-se por oxidação, sendo esse processo acelerado por temperaturas mais elevadas ou 

adição de metais que catalizam a reação (BARNES; FOSS JR.; SCHUG, 2013). Apesar dos 

resultados apresentados, a 5,0 ± 2,0
o 
C ou a 25,0 ± 2,0

o 
C, a atividade antioxidante se manteve 

constante. Mesmo a 45,0 ± 2,0
o 
C, somente após 90 dias foi observada alteração significativa 

desse parâmetro. Este resultado é bastante interessante e demonstrou a elevada estabilidade da 

quercetina, conforme já demonstrado na literatura científica (BANOV et al., 2006).  

O grupo catecol, presente no anel B da quercetina, é o principal responsável pela sua 

atividade antioxidante seguido, em reduzida importância, pela hidroxila 7OH do anel A. 

Como demosntrado pela Figura 38, pressupõem-se que durante o armazenamento em estufa, 

ocorre oxidação do grupo catecol de parte das moléculas de quercetina com a formação de 

uma quinona e seus tautômeros que apresentam reduzida atividade antoxidante, como descrito 

por Timbola et al. (2006), sendo que a nanoemulsão a 45,0 ± 2,0
o 

C continua apresentado 

atividade antioxidante (37,74 ± 2,16
 
µM trolox

®
/µL nanoemulsão)

 
ao final do experimento. 
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Tabela 6. Atividade antioxidante da nanoemulsão catiônica equivalente em concentração de 

Trolox
®
 (µM Trolox

®
/µL nanoemulsão) (n=3) 

t (dias) Condição de armazenamento 

 
5,0 ± 2,0

o 
C 25,0 ± 2,0

o 
C 45,0 ± 2,0

o 
C 

 
Atividade antioxidante (µM Trolox

®
/µL nanoemulsão) 

0 50,20 ± 4,56
A
 

7 54,87 ± 1,62 
A
 50,30 ± 0,75

 A
 50,70 ± 1,23

 A
 

15 54,97 ± 0,74
 A

 50,22 ± 1,30
 A

 50,72 ± 1,22
 A

 

30 55,88 ± 1,41
 A

 50,46 ± 0,86
 A

 53,00 ± 1,11
 A

 

60 55,36 ± 2,46
 A

 52,20 ± 4,89
 A

 51,36 ± 3,67
 A

 

90 51,68 ± 3,08
 A

 46,81 ± 1,81
 A

 37,74 ± 2,16
 B

 

Legenda: t = dias; Geladeira (5,0 ± 2,0
o 

C); Temperatura ambiente ao abrigo da luz (25,0 ± 2,0
o 

C); 

Estufa (45,0 ± 2,0
o 

C); Valores que não compartilham uma letra, dentro da mesma coluna, são 
significativamente diferentes pela análise estatística por ANOVA seguida de Tukey (α = 0,05). 

 

 

Figura 38. Sequência de reações indicando a formação de espécies de quinona a partir da 

quercetina (TIMBOLA et al., 2006) 
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Esses resultados corroboram o que foi discutido anteriormente, em relação à 

possibilidade de se considerar o armazenamento da nanoemulsão à temperatura ambiente, na 

qual normalmente os medicamentos e cosméticos são armazenados, visto que a atividade 

antioxidante permaneceu inalterada de acordo com a análise estatística realizada. Este é o 

principal parâmetro a ser considerado, pois a eficácia antioxidante da nanoemulsão é 

fundamental para sua ação fotoprotetora nas mechas de cabelo.  

 

5.3.6 Conteúdo de quercetina 

5.3.6.1 Validação do método de quantificação de quercetina  

a) Linearidade e Curva analítica 

A Tabela 7 foi construída com os valores médios de absorbância obtidos a partir das 

concentrações do padrão secundário de quercetina, de 3,0 a 10,0 µg/mL. A partir das médias 

dos dados apresentados, foi construída a Figura 39, obtendo-se uma curva linear, cuja 

equação de reta encontra-se descrita na Equação 17.  

 

Tabela 7. Absorbâncias médias (n = 6) a 429nm para elaboração da curva analítica, utilizando 

padrão secundário de quercetina (teor de pureza 100,0%) 

Conc. padrão 

quercetina 

(μg/mL) 

Absorbância 

Curvas 
 

A B C D E Média ± DP 

3,0 0,248 0,247 0,244 0,246 0,242 0,245 ± 0,002 

4,0 0,323 0,308 0,323 0,317 0,323 0,319 ± 0,007 

5,0 0,403 0,4 0,408 0,4 0,404 0,403 ± 0,003 

6,0 0,546 0,535 0,539 0,54 0,536 0,539 ± 0,004 

8,0 0,675 0,673 0,687 0,708 0,702 0,689 ± 0,016 

10,0 0,883 0,874 0,858 0,839 0,891 0,869 ± 0,021 

Legenda: Conc.: concentração; A, B, C, D e E: réplicas da curva analítica; DP: desvio padrão 
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Figura 39. Curva analítica média para quercetina padrão secundário (teor de pureza 100,0%) 

a partir das absorbâncias médias (n = 6) a 429 nm 

 

y = 0,0905x - 0,0323 

Equação 17. Equação da curva analítica que correlaciona absorbância (y) e concentração (x) 

de quercetina (µg/mL), com r
2
 = 0,9954 

 

O valor do coeficiente de correlação linear r
2
 = 0,9954 está de acordo com o critério de 

aceitação previsto por diversos órgãos, que exigem o valor de r
2
 > 0,99 (BRASIL, 2003; 

FDA, 2001).  

 

b) Precisão e Exatidão 

A precisão, definida como desvio padrão relativo (DPR), é considerada aceitável 

quando encontra-se abaixo de 15% (BRASIL, 2003; FDA, 2015). Na Tabela 8 encontram-se 

as concentrações de quercetina obtidas a partir de 10 réplicas (cujas absorbâncias foram 

medidas em triplicata) para cálculo de precisão intra-dia (repetibilidade) e inter-dia 

(intermediária), de acordo com a Equação 5. A precisão inter-dia foi obtida variando-se o 

analista e o dia de ensaio. Como pode-se observar, os valores de precisão estão dentro do 

intervalo aceitável: 1,51 e 0,72% (precisão intra-dia) e 1,16% (precisão inter-dia).  

Na Tabela 9 encontram-se os valores utilizados para cálculo da exatidão. Conforme 

apresentado, o método apresenta exatidão aceitável, pois segundo a legislação, os valores 

obtidos experimentalmente devem estar dentro de uma faixa de 15% da concentração teórica, 

ou seja, entre 85 e 115% (BRASIL, 2003; FDA, 2015).  
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Tabela 8. Concentrações de quercetina (µg/mL) nas nanoemulsões formuladas com 0,5% p/p 

de quercetina (teor de pureza = 91%) para cálculo de precisão intra-dia e inter-dia 

 

 

L1 L2 L3 
Cmédia ± DP 

Precisão  

intra-dia (%) 

Precisão 

inter-dia (%) % p/p 

C1 4,95 4,96 4,95 4,95 ± 0,01 

1,51 

1,16 

C2 4,85 4,83 4,85 4,84 ± 0,01 

C3 4,86 4,85 4,86 4,86 ± 0,01 

C4 4,96 4,97 4,97 4,97 ± 0,01 

C5 4,85 4,84 4,83 4,84 ± 0,01 

C6 4,80 4,80 4,80 0,48 ± 0,00 

C7 5,02 5,00 5,01 4,80 ± 0,00 

C8 4,86 4,89 4,97 5,01 ± 0,01 

C9 4,98 5,02 5,01 5,00 ± 0,02 

C10 4,92 4,91 4,92 4,92 ± 0,01 

CID1  4,91 ± 0,07  

C11 4,87 4,86 4,87 4,87 ±  0,01 

0,72 

C12 4,90 4,91 4,91 4,91 ± 0,01 

C13 4,95 4,94 4,94 4,94 ± 0,01 

C14 4,93 4,91 4,91 4,92 ± 0,01 

C15 4,94 4,97 4,95 4,95 ± 0,01 

C16 4,93 4,93 4,95 4,94 ± 0,01 

C17 4,89 4,90 4,90 4,90 ± 0,01 

C18 4,97 4,98 4,99 4,98 ± 0,01 

C19 4,98 4,96 4,98 4,97 ± 0,01 

C20 4,95 4,92 4,92 4,93 ± 0,02 

CID2  4,93 ± 0,04  

Legenda: CID: Concentração média das 30 leituras; L: Leituras das amostras; Cmédia: concentração 

média da leitura em triplicata; DP: desvio padrão.  
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Tabela 9. Exatidão do método de quantificação de quercetina na nanoemulsão (triplicata de 

leitura) 

Concentração de quercetina (µg/mL) 

Exatidão (%) Conc. quercetina 

nanoemulsão 
Conc. Pad Conc.Teórica Conc.Experimental 

4,55 

1,0 5,55 5,99 107,9 

2,0 6,55 7,13 108,8 

3,0 7,55 8,22 108,9 

Legenda: Conc.: concentração; Pad - Padrão de quercetina adicionado 

 

c) Limites de detecção e de quantificação  

Os limites de detecção e de quantificação calculados a partir dos parâmetros da curva 

analítica foram, respectivamente, 0,39 e 1,19 µg/mL. Portanto, o intervalo da curva analítica 

(3,0-10 µg/mL) foi considerado aceitável, pois encontra-se acima dos LOQ e LOD.  

 

d) Especificidade 

A pesquisa de interferentes ou especificidade do método foi realizada a partir da 

determinação de quercetina na formulação base (sem adição de quercetina). Como pode-se 

observar na Tabela 10, o método pode ser considerado específico, pois os valores de 

absorbâcia foram próximos de zero, não havendo absorção dos ingredientes da formulação 

nem formação de complexos com Al
3+

 detectável no comprimento de onda utilizado (λ = 429 

nm).  

 

Tabela 10. Absorbâncias a 429 nm da formulação base (sem adição de quercetina) 

Leitura Absorbância 

L1 -0,002 

L2 -0,002 

L3 0,000 

L4 -0,002 

L5 -0,002 

L6 -0,002 

L7 -0,002 

L8 0,000 

L9 -0,002 

Média ± DP -0,002 ± 0,001 
Legenda: L1 a L9 – réplicas da mesma amostra 
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5.3.6.2 Quantificação de quercetina na nanoemulsão catiônica 

A porcentagem de quercetina na nanoemulsão apresentou-se constante durante todo o 

período de avaliação quando a formulação foi armazenada a 5,0 ± 2,0
o 

C ou 25,0 ± 2,0
o 

C. 

Porém, houve variação estatisticamente significativa quando armazenada a 45,0 ± 2,0
o 

C, 

apesar da variação ter sido muito sutil (redução de 9,1%), como pode ser verificado na Tabela 

11. Esta redução está dentro dos limites de aceitação farmacopeicos (90 - 110%) normalmente 

encontrados para fármacos (UNITED STATES PHARMACOPEIAL CONVENTION, 2014). 

A capacidade de estabilização da quercetina na nanoemulsão foi considerada muito boa, pois 

foi adicionado 0,5% (p/p), ou seja, 0,46% em função da correção de concentração (teor de 

quercetina na matéria-prima = 91,0%) e, tanto a 5,0 ± 2,0
o 

C quanto a 25,0 ± 2,0
o 

C, a 

concentração se manteve constante por 90 dias. A 45,0 ± 2,0
o 

C, como esperado, ocorreu 

degradação mais rápida, porém a variação foi muito pequena ao longo dos 90 dias de 

armazenamento.  

 

Tabela 11. Porcentagem de quercetina na nanoemulsão (p/p) avaliados em 90 dias de 

armazenamento, em diferentes condições de temperatura (n = 3) 

t (dias) Condição de armazenamento 

 
5,0 ± 2,0

o 
C 25,0 ± 2,0

o 
C 45,0 ± 2,0

o 
C 

 
Porcentagem de quercetina na nanoemulsão (% p/p) 

0 0,47 ± 0,01
A
 

7 0,47 ± 0,01 
A
 0,48 ± 0,01

 A
 0,46 ± 0,02

 A
 

15 0,46 ± 0,01
 A

 0,47 ± 0,01
 A 

 0,47 ± 0,01
 A

 

30 0,46 ± 0,02
 A

 0,46 ± 0,04
 A

 0,45 ± 0,01
 AB

 

60 0,47 ± 0,01
 A

 0,46 ± 0,01
 A

 0,42 ± 0,01
 B

 

90 0,48 ± 0,04
 A

 0,47 ± 0,01
 A

 0,40 ± 0,01
 B

 

Legenda: Geladeira (5,0 ± 2,0
o 

C); Temperatura ambiente ao abrigo da luz (25,0 ± 2,0
o 

C); Estufa 

(45,0 ± 2,0
o 

C); Valores que não compartilham uma letra, na mesma coluna, são significativamente 

diferentes pela análise estatística por ANOVA seguida de Tukey (α = 0,05). 

 

A quercetina livre apresenta duas bandas de absorção, uma em 368 - 372 nm, que 

corresponde às transições eletrônicas que ocorrem no anel B, e a segunda em 255 nm que 

corresponde ao anel A. Porém, o aumento na concentração do íon Al
3+

, acarreta em um desvio 

batocrômico pois a banda de 372 nm desaparece com o surgimento de outra em 

aproximadamente 430nm, referente ao complexo I (PĘKAL; PYRZYNSKA, 2014).  

Como o método de quantificação de quercetina utilizado baseou-se na absorbância do 

complexo I formado entre o ion Al
3+

, 4-oxo e 3OH (incluindo os efeitos causados na 
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ressonância dos anéis B e C), alterações nesses dois anéis explicariam a degradação 

observada.   

Segundo Barnes et al. (2013), a quercetina apresenta limitada degradação à 

tempeartura ambiente e em pH levemente ácido (5,9), sendo que o processo de degradação se 

acelera na faixa entre 65 a 85º C. Inicialmente, seria observada a desprotonação das hidroxilas 

4'OH e 7OH. Além disso, é possível a ocorrência de uma hidroxilação em C2, com a perda da 

dupla ligação C2 = C3 e, consequentemente, da estabilização por ressoância no grupo 4-oxo. 

Posteriormente, o contínuo processo de degradação pode levar à oxidação por adição 

nucleofílica (grupo OH) e a quebras na molécula por diversas vias.     

Portanto, o armazenamento em temperatura elevada (45,0 ± 2,0
o 

C) é o menos 

indicado para a nanoemulsão catiônica desenvolvida visto que foi observado aumento 

expressivo no diâmetro médio de gotícula e redução da atividade antioxidante, porém as 

alterações de pH e no teor de quercetina foram bastante sutis. Em temperatura ambiente não 

foram observadas modificações que justificassem a exclusão dessa temperatura de 

armazenamento, apesar da elevação do número médio de gotícula que causou alteração na 

aparência da formulação, sem prejuízo de sua funcionalidade. A 5,0 ± 2,0
o 

C, todos os 

parâmetros foram mantidos constantes, inalterados, incluindo a aparência da formulação 

sendo, assim, uma excelente opção de armazenamento, seguida da temperatura ambiente.       

 

5.4 Fotoestabilidade da nanoemulsão 

O perfil de absorção da quercetina na nanoemulsão aplicada na placa de PMMA é 

mostrado na Figura 40. A molécula de quercetina apresentou duas bandas principais de 

absorção na região do UV-Vis. A Banda I a 370 nm corresponde ao anel B (sistema cinamoil) 

e a Banda II em 260 nm ocorre devido à absorção do anel A (sistema benzoil) 

(DALL’ACQUA et al., 2012). A radiação UV/Vis causou redução na absorção do sistema 

cinamoil, como pode ser observado na Figura 40. A quercetina incorporada na nanoemulsão 

foi, no entanto, muito fotoestável (DALL’ACQUA et al., 2012) uma vez que após a exposição 

a uma dose elevada de radiação UV/Vis (1,4 kJ/cm
2
), apenas 50% da quercetina na 

nanoemulsão foi degradada. 

Embora a transição π → π* do sistema cinamoil tenha sido afetada pela radiação 

UV/Vis, a atividade antioxidante não se alterou de forma significativa (Figura 41). Esta 

inconsistência aparente pode ser explicada pelo fato da atividade antioxidante da quercetina 

estar essencialmente relacionado com o grupo catecol presente no anel B, com contribuição 
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menor da hidroxila 7OH do anel A (TIMBOLA et al., 2006). Portanto, a hidroxilação acima 

mencionada em C2, com a perda da ligação dupla C2 = C3 (BARNES; FOSS JR.; SCHUG, 

2013) pode ser responsável pela diminuição da absorção a 370 nm (transição π → π* do 

grupo cinamoil) sem redução significativa da atividade antioxidante (Figura 41). 

 

Figura 40. Espectro de absorção (250 - 450 nm) da nanoemulsão exposta a doses crescentes 

de radiação UV/Vis (0 - 1,4 kJ/cm
2
) 

 

 

 

 

Figura 41. Atividade antioxidante equivalente em Trolox
®
 (TEAC) da nanoemulsão exposta 

a doses crescentes de radiação UV/Vis (0 - 1,4 kJ/cm
2
) 
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5.5 Caracterização da nanoemulsão catiônica 

5.5.1 Eficiência de encapsulamento 

De acordo com o método empregado, a quantidade de quercetina na fase externa da 

nanoemulsão catiônica estava abaixo do limite de detecção da quercetina, (LOD = 0,39 

µg/mL) (BANOV et al., 2006). Portanto, considerando a baixa solubilidade da quercetina em 

água (< 0,01g.L
-1

 a 20
o 

C), a eficiência de encapsulamento calculada foi de 99,8%, no 

mínimo. O elevado poder de encapsulamento da quercetina na nanoemulsão acarretou em alta 

estabilidade física da mesma, visto que a formulação base (sem adição de quercetina) 

apresentou-se instável pois ocorreu separação de fases logo após seu preparo. Assim, além de 

agir como antioxidante, a quercetina atuou como um co-tensoativo, como será discutido mais 

adiante.  

 

5.5.2 Perfil reológico 

Um típico comportamento newtoniano (ideal) foi observado para a nanoemulsão 

catiônica em todas as temperaturas avaliadas, com a dependência linear característica da 

tensão de cisalhamento (τ) em relação à taxa de cisalhamento (Figura 42). Os valores de 

viscosidade da amostra foram obtidos a partir da Equação 10. A 20 ± 0,05º C, a nanoemulsão 

tinha uma viscosidade igual a 7,1 cP (sete vezes a viscosidade da água a esta temperatura) 

(KURIYAN; KONFORTI; WEMMER, 2013), que diminuiu para 3,5 cP a 50° C. Este baixo 

valor de viscosidade é, geralmente, esperado para gotas em escala nanométrica que não 

interagem significativamente umas com as outras, como é o caso da nanoemulsão catiônica 

desenvolvida que apresenta potencial zeta positivo (LAWRENCE; REES, 2000), ou seja, 

apresenta densidade significativa de cargas positivas na superfície que dificulta a interação 

entre as gotículas. Além disso, esses resultados indicam que a nanoemulsão obtida apresenta 

características reológicas compatíveis com sua aplicação como uma formulação cosmética. 
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Figura 42. Caracterização reológica da nanoemulsão em diferentes temperaturas 

 

 

5.5.3 Cryo-TEM 

Como a técnica DLS, utilizada na determinação do diâmetro médio de gotícula, 

assume que essas são esféricas (PENCER; HALLETT, 2003), torna-se necessária a 

observação do formato das nanoestruturas de modo a confirmar os resultados observados. De 

acordo com a análise das imagens obtidas por Cryo-TEM, apresentadas na Figura 43, as 

gotas na nanoemulsão são, de fato, esféricas e possuem diâmetro médio de ~20 - 30 nm, o que 

corrobora os valores obtidos anteriormente por DLS. 

 

Figura 43. Imagens obtidas por Cryo-TEM da nanoemulsão catiônica em resolução de (A) 

200 nm e (B) 500 nm 
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5.5.4 Microscopia de Força Atômica 

A Microscopia de Força Atômica foi uma técnica adicional utilizada na determinação 

de formato das gotas na nanoemulsão. Além disso, esta técnica permitiu avaliar a tendência da 

formulação em interagir com uma superfície hidrofóbica, como o substrato HOPG.  

A imagem topográfica 3D da nanoemulsão catiônica demonstrou claramente 

nanogotículas adsorvidas sobre a superfície HOPG atomicamente plana. O perfil na Figura 

44C demonstrou que, após a deposição na superfície, as gotas adquiriram um formato 

elipsoidal indicativo da sua interação com o substrato hidrofóbico. De acordo com esta 

técnica, observou-se que os diâmetros das gotas variaram de 30 - 50 nm (em concordância 

com os resultados obtidos por DLS e Cryo-TEM) com alturas entre 1 e 2,5 nm. Estes 

resultados sugeriram que as nanogotículas, por terem apresentado alteração de formato, de 

esférico para elipsoidal, podem eficazmente interagir com superfícies biológicas hidrofóbicas, 

como a pele ou o cabelo (caráter hidrofóbico dado pela camada externa rica em lipídeos 

constituída por ácidos graxos, como o 18-MEA e outros lipídeos) (ROBBINS, 2012). 

 

Figura 44. Imagens topográficas por Microscopia de Força Atômica, 3D (A) e 2D (B), e uma 

seção transversal de uma superfície de HOPG (C) onde a nanoemulsão foi depositada e seca 

ao ar 
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5.5.5 Microscopia Confocal de Fluorescência 

A quercetina é um flavonoide que, em função de sua estrutura química, possui elevada 

tendência a interagir com os tensoativos em uma emulsão (LUO et al., 2011). Assim, dada a 

estabilidade adicional oferecida pela quercetina na estabilização da gota catiônica, tornou-se 

interessante estudar seu mecanismo de estabilização, por meio da determinação de sua 

localização preferencial na nanoemulsão (interface óleo/água ou fase oleosa). A visualização 

da quercetina por microscopia confocal de fluorescência seria possível em função da 

propriedade de fluorescência da quercetina. Porém, devido à limitada resolução do 

microscópio confocal de fluorescência (~300 nm) e o reduzido diâmetro de gota da 

nanoemulsão, não foi possível discriminar a distribuição preferencial da quercetina, mas 

pode-se confirmar a sua localização dentro das gotículas (Figura 45A), como esperado 

devido a sua baixa solubilidade em água (fase externa).  O mesmo não ocorreu para uma 

macroemulsão preparada e de mesma composição que a nanoemulsão (Figura 45B).  

De acordo com as imagens observou-se que na nanoemulsão, a quercetina estava 

localizada dentro das gotículas (Figura 45A), enquanto que na macroemulsão a solubilidade 

extremamente baixa da quercetina em água conduziu à formação de agregados do flavonóide 

na forma de agulhas no meio aquoso contínuo (Figura 45B). A imagem da formulação base 

demonstrou que a quercetina é a única substância fluorescente na formulação, pois nada foi 

observado (Figura 45C). Portanto, estas observações indicaram que a estabilização física 

adicional fornecida pela quercetina dependeu de sua localização na nanoemulsão, método de 

preparo e do diâmetro final da gotícula.  

 

Figura 45. Imagens obtidas por Microscopia Confocal de Fluorescência de formulações (λexc 

= 458 nm). Nanoemulsão catiônica (A); Macroemulsão (B); Formulação base (C) 
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5.5.6 Análise térmica 

 A análise das curvas DSC permite identificar a existência de interações entre 

componentes de uma formulação, sendo útil na determinação da atuação da quercetina como 

co-tensoativo da nanoemulsão. Foram avaliadas misturas dos componentes usados para o 

preparo da nanoemulsão catiônica, a formulação base e a nanoemulsão catiônica liofilizadas.   

O tensoativo não-iônico oleth-20 é a única matéria-prima sólida à temperatura 

ambiente na nanoemulsão, além da quercetina, sendo a alteração de seu ponto de fusão um 

indicativo de existência de interação com outro componente da formulação. De acordo com a 

literatura, a fusão deste composto ocorre a 41,6º C (CARBONE et al., 2014), valor consistente 

com as temperaturas obtidas neste trabalho para o oleth-20 puro (ton = 35,1 ºC e tmáx = 41,6 ° 

C) (1 na Figura 46). Como mostrado na Figura 46, o pico no DSC que corresponde à fusão 

de oleth-20 (1 na Figura 46) está ausente em todas as misturas/formulações (2-7 na Figura 

46) preparadas. Isto sugeriu que o oleth-20 interagiu com os outros dois tensoativos (oleth-3 e 

cloreto de cetil trimetil amônio) e também com a quercetina, conforme apresentado na Figura 

47, confirmando sua atuação como co-tensoativo na nanoemulsão catiônica, além de atuar 

com um potente antioxidante.  

 

Figura 46. Curvas DSC para: (1) Oleth-20; (2) formulação base liofilizada; (3) nanoemulsão 

catiônica liofilizada; (4) mistura de todos os componentes usados para o preparo da 

nanoemulsão catiônica; (5) quercetina; (6) mistura de quercetina + oleth-20 (1:1); (7) mistura 

de oleth-20 + oleth-3 + CTAC (cloreto de cetil trimetil amônio) 
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Figura 47. Representação da interação entre os tensoativos oleth-20, oleth-3, cloreto de cetil 

trimetil amônio e a quercetina na interface óleo/água da nanoemulsão 

  

 

5.6 Avaliação do potencial de irritação ocular por método in vitro – HET-CAM 

A avaliação do potencial de irritação ocular da nanoemulsão catiônica pelo método 

HET-CAM é fundamental como um teste preliminar de segurança de aplicação do produto, 

visto que ele poderia ser veiculado na forma spray em virtude de sua reduzida viscosidade e, 

desta maneira, haveria a possibilidade de contato da região ocular com as gotículas do 

produto.  

Este método in vitro foi escolhido pela facilidade de aplicação, disponibilidade e por 

apresentar resultados comparáveis ao Teste de Draize, realizados em coelhos e, atualmente 

não recomendado para testar matérias-primas ou produtos cosméticos, principalmente para 

substâncias fortemente irritantes ou corrosivas (ALLTOX, 2016).  

De acordo com o ICCVAM (Interagency Coordinating Committee on the Validation 

of Alternative Methods), os resultados do ensaio HET-CAM podem ser aceitos somente se o 

controle positivo, no caso a dispersão de SDS (dodecilsulfato de sódio) a 1,0% p/v, apresentar 

índice de irritação ocular (IS) que a classifique como fortemente irritante (ICCVAM, 2010). 

Como pode ser observado na Tabela 12, o controle positivo apresentou resultado aceitável, 

sendo os fenômenos de hemorragia e lise observados em poucos segundos (tmédio = 2 s). O 

controle negativo (NaCl 0,9% p/v) não desencadeou nenhum processo de alteração vascular. 

Portanto, os demais dados observados para a nanoemulsão catiônica ou formulação base 

podem ser aceitos.   
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Tabela 12. Classificação do potencial de irritação ocular – HET-CAM - da nanoemulsão 

catiônica e formulação base 

Produto 
Concentração 

(% p/p) 

tmédio (s) 

Hemorragia 

tmédio (s)  

Lise 
IS Classificação 

FB 100,0 35 - 4,43 IL 

NQ 100,0 53 - 4,13 IL 

SDS  1,0 2 2 11,96 IS 

Legenda: FB - Formulação base; NQ - Nanoemulsão catiônica; SDS (dodecilsulfato de sódio) - 
controle positivo; IS – potencial de irritação ocular; IL – levemente irritante; IS – fortemente irritante 

 

Tanto a formulação base (sem adição de quercetina) quanto a nanoemulsão catiônica 

(quercetina a 0,5% p/p) provocaram apenas o fenômeno de hemorragia, quando aplicados a 

100% (sem diluição) na membrana corioalantoide do ovo de galinha galado, sendo 

classificadas como levemente irritante. Os demais eventos (lise ou coagulação) não foram 

observados, fato que reduz seu potencial de irritação ocular. As imagens observadas nos 

tempos 0; 0,5; 2 e 5 min encontram-se nas Figura 48 a Figura 50.  

 

Figura 48. Imagens obtidas em diferentes tempos do efeito da formulação base (sem adição 

de quercetina) sobre a membrana corioalantoide 

    

 

 

Figura 49. Imagens obtidas em diferentes tempos do efeito da nanoemulsão catiônica sobre a 

membrana corioalantoide 

    

 

Figura 50. Imagens obtidas em diferentes tempos do efeito da dispersão de SDS (1,0% p/v) - 

controle positivo - sobre a membrana corioalantoide 

    

0 0,5 min 2 min 5 min 

0 0,5 min 2 min 5 min 

0 0,5 min 2 min 5 min 
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Os tensoativos não-iônicos utilizados (oleth-20 e oleth-3) pertencem à classe dos 

álcoois oleílicos etoxilados, muito utilizados em produtos cosméticos. O oleth-3 é empregado, 

principalmente, em condicionadores capilares, pós e sprays para os pés, hidratantes, e outras 

preparações destinadas à pele. O oleth-20 é encontrado em uma enorme gama de produtos, 

dentre os quais destacam-se os produtos para a área dos olhos, condicionadores capilares, 

sprays fixadores, xampus e tinturas capilares (ANDERSEN, 1999).  

Em função das numerosas aplicações, estas matérias-primas apresentam perfil de 

segurança estabelecido. De acordo com testes de Draize realizados e descritos na literatura, o 

oleth-20 e o oleth-3 foram considerados não irritantes ou moderadamente irritantes 

(ANDERSEN, 1999; FRUIJTIER-POLLOTH, 2005; ALÉPÉE et al., 2013), ao contrário do 

CCTA. Este tensoativo catiônico, adicionado à formulação com a finalidade de atuar como 

agente condicionante dos fios, apresenta capacidade de provocar danos oculares irreversíveis, 

associado à opacidade da córnea e irritação conjuntival (EUROPEAN COMMISSION 

SCCS/1246/09, 2009). Assim, o potencial de irritação da nanoemulsão ou da formulação base 

observado deve estar relacionado ao tensoativo catiônico incorporado e sugere-se a 

recomendação de aplicação apenas no fio de cabelo e não no couro cabeludo, evitando-se que 

o produto entre em contato com os olhos.        

 

5.7 Biocompatibilidade cutânea 

O baixo potencial de irritação ocular observado no ensaio HET-CAM foi corroborado 

pelo teste de biocompatibilidade cutânea. A nanoemulsão apresentou boa compatibilidade 

com a pele (Figura 51). Após 24 horas, não se observou nenhuma vermelhidão ou qualquer 

outra alteração das propriedades da pele (hidratação ou perda de água transepidermal), e 

nenhum dos voluntários relatou qualquer desconforto. Estes resultados indicaram que, mesmo 

quando aplicada sob oclusão, a nanoemulsão catiônica não causou qualquer eritema ou perda 

da função de barreira, exibindo boa biocompatibilidade cutânea, sendo considerada segura 

para uso.  
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Figura 51. Eritema, hidratação e perda de água transepidermal, antes e após aplicação da 

nanoemulsão catiônica (n = 12). Nenhuma amostra teve diferenças estatisticamente 

significativas (α = 0,05) 

 

Legenda: controle = água destilada 

 

5.8 Estudo de eficácia da nanoemulsão catiônica 

5.8.1 Cor 

Os cabelos tingidos de loiro tratados com a nanoemulsão catiônica ou a formulação 

base expostos à radiação UV/Vis por 180 h apresentaram variação no parâmetro dE* (cor 

total) igual a 1,51 ± 0,48 e 2,83 ± 0,34, respectivamente, enquanto que o controle (mecha não 

tratada com formulação e exposta à radiação UV/Vis) apresentou dE* igual a 3,26 ± 0,83, 

como mostrado na Figura 52. A variação observada para mechas tratadas com formulação 

base ou o controle foram estatisticamente iguais (p > 0,05), e maior, estatisticamente, do que 

o valor observado para a mecha tratada com a nanoemulsão. Portanto, a nanoemulsão 

catiônica protegeu a cor total (dE*) do cabelo tingido de loiro exposto à radiação UV/Vis por 

180 h em 54%, se comparado ao controle, e em 47% em relação à formulação base. Os 

parâmetros da e db, também apresentaram menores valores para as mechas tratadas com a 

nanoemulsão, em relação à mecha controle. A variação no parâmetro b* observada para as 

mechas tratadas com a formulação base pode ser explicada pela solubilização dos pigmentos 

amarelos da tintura nos componentes da formulação (ZHOU et al., 2009). O mesmo 

mecanismo ocorreu com a nanoemulsão, porém a quercetina pode ter penetrado a fibra 

capilar, depositando-se no córtex e elevando a coloração amarela da fibra, ao mesmo tempo 

em que protege os pigmentos da oxidação. Estas alterações não são perceptíveis ao olho 

humano, como pode ser observado na Figura 53. 
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Figura 52. Variação nos parâmetros de cor das mechas de cabelo tingidas de loiro após 

exposição à radiação UV/Vis (500 W/m
2
) por 180 h (n = 3); *p ≤ 0,05 

 

 

Legenda: dE* = parâmetro de variação de cor total; dL* = parâmetro que representa a diferença no 

parâmetro claro-escuro (0 para preto e 100 para branco); da* = diferença de cor na coordenada verde-
vermelho (positivo se mais vermelho e negativo se mais verde); db* = diferença de cor na coordenada 

azul-amarelo (positivo se mais amarelo e negativo se mais azul); u.a. = unidades arbitrárias; LC = 

mecha tingida de loiro controle (não tratada com formulação); LB = mecha tingida de loiro tratada 
com a formulação base; LN = mecha tingida de loiro tratada com a nanoemulsão catiônica 
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Figura 53. Imagens das mechas de cabelo tingidas de loiro expostas ou não à radiação 

UV/Vis (500 W/m
2
) por 180 h 

LNUV LC LB LN 

    

Legenda: LNUV = mecha tingida de loiro não exposta à radiação UV/Vis; Mechas expostas à radiação 
UV/Vis: LC = mecha tingida de loiro controle (não tratada com formulação); LB = mecha tingida de 

loiro tratada com a formulação base; LN = mecha tingida de loiro tratada com a nanoemulsão 

catiônica 

 

 

 As mechas de cabelo tingidas de ruivo apresentaram um comportamento diferente do 

observado para as mechas tingidas de loiro. As tratadas com a nanoemulsão catiônica ou com 

a formulação base, expostas por 180 h ao UV/Vis, apresentaram variação de cor total (dE*) de 

47% e 73% superior ao observado para as mechas controle, respectivamente (Figura 54). 

Porém, em relação às mechas tratadas com a formulação base, a nanoemulsão promoveu 

proteção de 15% da cor das mechas tingidas de ruivo. Tais mechas apresentaram expressiva 

redução da cor vermelho (parâmetro a*), sendo a variação maior para as mechas tratadas com 

a formulação base. Ou seja, os componentes presentes na formulação base, provavelmente, 

promoveram a solubilização dos pigmentos vermelhos (que geralmente apresentam maior 

solubilidade que as demais cores) (ZHOU et al., 2009), facilitando posteriormente sua retirada 

da fibra no procedimento de lavagem. A nanoemulsão catiônica promoveu menor variação de 

cor que as mechas tratadas com a formulação base pela ação da quercetina. O parâmetro dL* 

também apresentou elevada variação, de modo que as mechas tornaram-se mais claras, como 

pode ser observado na Figura 55. 
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Figura 54. Variação nos parâmetros de cor das mechas de cabelo tingidas de ruivo após 

exposição à radiação UV/Vis (500 W/m
2
) por 180 h (n=3); *p ≤ 0,05 

 

 

Legenda: dE* = parâmetro de variação de cor total; dL* = parâmetro que representa a diferença no 

parâmetro claro-escuro (0 para preto e 100 para branco); da* = diferença de cor na coordenada verde-

vermelho (positivo se mais vermelho e negativo se mais verde); db* = diferença de cor na coordenada 

azul-amarelo (positivo se mais amarelo e negativo se mais azul); u.a. = unidades arbitrárias; RC = 

mecha controle (não tratada com formulação); RB = mecha tingida de ruivo tratada com a formulação 

base; RN = mecha tingida de ruivo tratada com a nanoemulsão catiônica 
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Figura 55. Imagens das mechas de cabelo tingidas de ruivo expostas ou não à radiação 

UV/Vis (500 W/m
2
) por 180 h 

RNUV RC RB RN 

    

Legenda: RNUV = mecha tingida de ruivo não exposta à radiação UV; Mechas expostas à radiação 
UV/Vis: RC = mecha tingida de ruivo controle (não tratada com formulação); RB = mecha tingida de 

ruivo tratada com a formulação base; RN = mecha tingida de ruivo tratada com a nanoemulsão 

catiônica 

 

 

5.8.2 Tração à ruptura 

A tração à ruptura da fibra de cabelo é um bom indicador da sua resistência à ruptura 

ou fratura e está altamente relacionada com a área de secção transversal da fibra 

(FRANBOURG et al., 2003). O diâmetro do cabelo, que varia entre os seres humanos 

saudáveis entre 50-100 μm, está relacionado com a quantidade de córtex e, 

consequentemente, com as propriedades de tração do cabelo, principalmente no estado seco 

(SESHADRI; BHUSHAN, 2008; EVANS; MARSH; WICKETT, 2011). Por esta razão, o 

parâmetro tração à ruptura é calculado pelo quociente entre o valor da força necessária à 

ruptura obtida a partir da curva de tensão-deformação (DARIO; BABY; VELASCO, 2015) e 

a área da secção transversal da fibra capilar.  

O tratamento com a tintura não diminuiu a resistência mecânica da fibra capilar pois 

os valores de tração à ruptura do cabelo virgem (4,4 x 10
4
 gmf.mm

-2
) foram estatisticamente 

iguais aos resultados observados para os cabelos tingidos e não expostos à radiação UV/Vis. 

A descoloração é um tratamento muito agressivo às fibras capilares pois durante o processo 

ocorre a oxidação da melanina e outras estruturas podem, também, ser quimicamente 
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modificadas como proteínas, aminoácidos e lípidos, causando a perda de proteína (INOUE; 

ITO; KIZAWA, 2002). Porém, esse processo geralmente ocorre sem redução da resistência 

mecânica da fibra (NOGUEIRA; JOEKES, 2004). Ou seja, durante o processo de 

descoloração e tingimento, os feixes de queratina presentes no córtex não apresentam 

oxidação significativa em função de sua elevada resistência química. Assim, a oxidação 

ocorre predominantemente nas cutículas, processo relacionado à elevada perda proteica, como 

será discutido adiante (item 5.8.4).  

Da mesma forma, a radiação UV/Vis (500 W/m
2
 por 180 h) não afetou a resistência 

mecânica das fibras tingidas de ruivo ou loiro (Figura 56). Assim, como a radiação UV/Vis 

não afetou a estrutura do córtex dos cabelos tingidos significativamente, não se observou 

qualquer melhoria causada pela nanoemulsão catiônica. 

 

Figura 56. Tração à ruptura da fibra capilar após exposição à radiação UV/Vis (500 W/m
2
) 

por 180 h (n = 20) 

 

 

5.8.3 Penteabilidade e Fricção 

O atrito é um parâmetro importante para a ciência do cuidado do cabelo, porque é 

altamente relacionado com a nossa percepção de um cabelo macio e sedoso. Esse é sentido 

durante o ato de pentear e ocorre devido às interações entre a superfície do cabelo e o material 

do pente. Assim, o atrito deve ser baixo para permitir o pentear, bem como a adesão entre as 

fibras, de modo a minimizar o embaraçamento (LATORRE; BHUSHAN, 2006). 
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Condicionadores são produtos cosméticos destinados a reduzir o coeficiente de fricção (COF) 

e lubrificar a fibra, proporcionando um revestimento protetor à superfície do cabelo 

(LATORRE; BHUSHAN, 2006). Por meio da combinação de silicones, álcoois graxos e 

agentes tensoativos catiônicos, estes produtos asseguram a proteção aos danos futuros, como a 

exposição à radiação UV, por exemplo. 

A penteabilidade pode ser influenciada por vários fatores como fricção estática, 

fricção cinética, rigidez, curvatura, diâmetro e carga estática da fibra (ROBBINS; REICH, 

1986). Além disso, a quantidade de cabelo em cada mecha e o seu comprimento influenciam o 

resultado fornecido pelo equipamento, o que justifica a análise da mesma mecha, antes e após 

um tratamento. Como mencionado, os condicionadores funcionam principalmente reduzindo 

o COF, mas também por neutralização de cargas negativas presentes na superfície da fibra 

capilar (KORTE et al., 2014).  

Os resultados apresentados na Figura 57 indicaram que nem a cor da tintura (loiro ou 

ruivo) nem a exposição à radiação UV/Vis afetaram o coeficiente de fricção (contra ou a favor 

das cutículas) observado para as mechas de cabelo. Ou seja, nenhuma alteração significativa 

de sensorial deve ser observada quando se realiza esses tipos de tratamentos, químico ou 

físico. Como será apresentado adiante, a radiação UV/Vis promoveu redução na espessura ou 

desgaste das cutículas (item 5.8.5), acarretando em perda proteica. Essas alterações na região 

externa da fibra capilar não se traduziram em mudanças significativas nos valores dos 

coeficientes de fricção, de acordo com os resultados observados e a sensibilidade do 

equipamento utilizado. Ao contrário, a aplicação da nanoemulsão catiônica promoveu redução 

de ambos os coeficientes de fricção, contra ou a favor das cutículas, em função do caráter 

lubrificante de alguns componentes oleosos da formulação, principalmente os triglicérides de 

ácido cáprico/caprílico (emoliente e fase oleosa da nanoemulsão). 

Em relação ao parâmetro penteabilidade (Figura 58), a nanoemulsão catiônica 

aplicada às mechas de cabelo atuou como um condicionador uma vez que contém, além do 

lubrificante mencionado anteriormente, o CCTA, agente tensoativo catiônico mais utilizado 

nesta categoria de produto. A neutralização das cargas negativas presentes na superfície da 

fibra capilar foi, também, responsável pela redução do trabalho total para pentear, ou seja, a 

nanoemulsão promoveu melhora do atributo penteabilidade. 
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Figura 57. Coeficiente de fricção contra (A) e a favor das cutículas (B) das mechas de cabelo 

tratadas com tintura cor loiro ou ruivo, antes e após período de exposição à radiação UV/Vis 

(500 W/m
2
) por 180 h (n=3); *p ≤ 0,05 
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0

200

400

600

800

1000

C
o
ef

ic
ie

n
te

 d
e 

fr
ic

çã
o
 

(c
o
n
tr

a 
as

 c
u
tí

cu
la

s)

 Antes de irradiar  Após irradiar

* *

 
A 

LC LN RC RN

0

100

200

300

400

500

600

700

C
o
e
fi
c
ie

n
te

 d
e
 f
ri
c
ç
ã
o

(a
 f
a
v
o
r 

d
a
s
 c

u
tí
c
u
la

s
)

 Antes de irradiar  Após irradiar

* *

 
B 

 
Legenda: LC = mecha tingida de loiro controle (não tratada com formulação); LN = mecha tingida de 

loiro tratada com a nanoemulsão catiônica; RC = mecha tingida de ruivo controle (não tratada com 

formulação); RN = mecha tingida de ruivo tratada com a nanoemulsão catiônica 
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Figura 58. Trabalho total para pentear (J) das mechas de cabelo tratadas com tintura cor loiro 

ou ruivo, antes e após período de exposição à radiação UV/Vis (500 W/m
2
) por 180 h (n = 3); 

*p ≤ 0,05 
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Legenda: LC = mecha tingida de loiro controle (não tratada com formulação); LN = mecha tingida de 

loiro tratada com a nanoemulsão catiônica; RC = mecha tingida de ruivo controle (não tratada com 

formulação); RN = mecha tingida de ruivo tratada com a nanoemulsão catiônica 

 

5.8.4 Perda proteica 

 As mechas tingidas mas não expostas à radiação UV/Vis apresentaram pequena perda 

proteica, igual a 1,77 ± 0,13 mg/g de cabelo para mechas tingidas de loiro e 2,06 ± 0,13 mg/g 

para as tingidas de ruivo. Após 90 h de exposição à radiação UV/Vis, ambos os tipos de 

mechas apresentaram aumento de perda proteica, porém as mechas tingidas de loiro 

apresentaram-se mais susceptíveis que as tingidas de ruivo pois foi observada perda proteica 

superior (Figura 59). 

 As moléculas de pigmento presentes na tintura capilar, e que ficam retidas nas 

camadas da cutícula e no córtex, podem atuar como filtros solares, protegendo as estruturas 

lipídicas ou proteicas da degradação induzida pela radiação UV/Vis (PANDE; ALBRECHT; 

YANG, 2001). As mechas controle tingidas de ruivo apresentaram, após 90 h de exposição à 

radiação, significativa e elevada alteração de cor (dE = ~8) e perda proteica inferior (4,18 ± 

0,03 mg/g cabelo) à observada para as mechas controle tingidas de loiro (10,1 ± 0,1 mg/g 

cabelo) que tiveram pequena alteração de cor (dE = 1,5). Portanto, o comportamento de 

alteração de conteúco proteico das mechas controle (não tratadas com formulação) pode ser 
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explicada pelo efeito fotoprotetor intrínseco aos pigmentos da tintura capilar. A tintura cor 

ruivo foi mais eficaz na proteção das estruturas proteicas, oxidando-se e prevenindo a 

oxidação e quebra de ligações químicas nas proteinas. No entanto, os pigmentos da tintura cor 

loiro não passaram pelo processo oxidativo, pois mostraram-se mais resistentes à degradação 

induzida pelo UV/Vis permitindo, assim, a oxidação de proteínas da estrutura capilar. 

 Com aumento do tempo de exposição das mechas à radiação, os pigmentos de cor 

ruivo, já muito oxidados, não foram capazes de proteger a queratina da degradação, o que 

acarretou em elevação de perda proteica (11,0 ± 0,2 mg/g cabelo), valor muito próximo ao 

abservado para as mechas tingidas de loiro (11,8 ± 0,4 mg/g cabelo). A nanoemulsão 

catiônica não teve nenhum impacto, positivo ou negativo, na perda proteica das mechas de 

cabelo tingidas de ruivo ou loiro, como apresentado na Figura 59.  

 

Figura 59. Perda proteica equivalente em albumina das mechas de cabelo tratadas com tintura 

cor loiro ou ruivo, expostas ou não à radiação UV/Vis (500 W/m
2
) por 90 ou 180 h 

 

Legenda: C = mecha controle (não tratada com formulação); N = mecha tratada com nanoemulsão 

 

5.8.5 Microscopia de Força Atômica (AFM) 

A técnica de obtenção de imagens de cabelo por AFM apresenta algumas vantagens 

em relação à Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) pois na AFM as amostras não 

precisam ser tratadas previamente, ao contrário do preparo requerido pelo MEV, que consiste 

de recobrimento da superfície do cabelo (cutícula) com metais, seguido de exposição ao 
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vácuo. Estas etapas de preparo da amostra, potencialmente, induzem modificações em sua 

superfície, o que pode prejudicar a análise das alterações provocadas pelos tratamentos 

químicos ou físicos realizados na fibra capilar (POLETTI et al., 2003). Além disso, a AFM 

permite obter perfis topográficos e imagens 3D, o que contribui para a avaliação e 

quantificação dos danos provocados pelos tratamentos, assim como a proteção oferecida pelos 

produtos cosméticos.  

Na Figura 60 são apresentadas as imagens obtidas por AFM e perfil topográfico das 

mechas tingidas de loiro. Aquela que não foi submetida à radiação UV/Vis (Figura 60A) 

apresentou as camadas de cutícula com aspecto normal, bem delimitadas, sendo o valor médio 

de espessura das cutículas igual a 302,65 ± 65,54 nm (valores apresentados na Figura 62). A 

etapa de exposição à radiação UV/Vis por 180 h provocou redução desse parâmetro em 

aproximadamente 50%, de modo que as cutículas fundiram parcialmente, como foi discutido 

por Ruetsch et al. (RUETSCH; KAMATH; WEIGMANN, 2000) ou tiveram intenso processo 

de desgaste, hipótese corroborada pela elevada perda proteica observada. Os aminoácidos da 

cutícula são mais susceptíveis a degradação que os presentes no córtex, pois a região externa 

recebe uma dose de radiação maior, principalmente UVB (NOGUEIRA et al., 2007; 

SEBETIĆ et al., 2008) enquanto a radiação UVA penetra parcialmente no córtex (JEON; PI; 

LEE, 2008). Esse tipo de alteração nas cutículas pode provocar modificações de sensorial no 

cabelo e, principalmente, de brilho.  

O mesmo padrão foi observado para as mechas tingidas de ruivo (Figura 61) pois 

aquelas não expostas ao UV/Vis apresentaram espessura de cutícula igual a 268,83 ± 32,34 

nm, enquanto que as mechas expostas tiveram suas cutículas fundidas ou desgastadas, de 

modo que a distância entre cutículas reduziu para 151,67 ± 23,76 nm (Figura 62). Não foi 

possível avaliar o efeito protetor da nanoemulsão catiônica por esta técnica porque as imagens 

obtidas mostraram elevada deposição de material sobre a fibra, apesar da etapa de lavagem 

realizada posteriormente à exposição ao UV/Vis.  

A quercetina, em função de sua elevada interação com os tensoativos utilizados (oleth-

3 e oleth-20) localizou-se, predominantemente, na interface óleo/água da nanoemulsão. Esta 

localização preferencial associada à propriedade da quercetina de interagir fortemente com 

proteínas, inclusive covalentemente no caso de proteínas plasmáticas (KALDAS et al., 2005), 

permitiu a interação entre a quercetina e as proteínas presentes na cutícula. Assim, como os 

componentes presentes na nanoemulsão, inclusive a quercetina, aderiram fortemente à 
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superfície externa da fibra capilar, não foi possível avaliar a altura das cutículas nas mechas 

tratadas com formulação. 

 



134 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

F
ig

u
ra

 6
0
. 

Im
ag

en
s 

o
b
ti

d
as

 p
o
r 

M
ic

ro
sc

o
p
ia

 d
e 

F
o
rç

a 
A

tô
m

ic
a 

(A
F

M
) 

d
as

 m
ec

h
as

 d
e 

ca
b
el

o
 t

ra
ta

d
as

 c
o
m

 t
in

tu
ra

 c
o
r 

lo
ir

o
 

 

L
eg

en
d

a
: 

L
N

U
V

 =
 m

ec
h

a 
d

e 
ca

b
el

o
 n

ão
 e

x
p
o
st

a 
ao

 U
V

; 
L

C
 =

 m
ec

h
a 

d
e 

ca
b
el

o
 c

o
n
tr

o
le

 e
x
p
o
st

a 
à 

ra
d

ia
çã

o
 U

V
/V

is
; 

L
N

 =
 m

ec
h

a 
d

e 
ca

b
el

o
 a

p
li

ca
d

a
 

d
e 

n
an

o
em

u
ls

ão
 e

x
p

o
st

a 
à 

ra
d

ia
çã

o
 U

V
/V

is
; 

L
in

h
a 

b
ra

n
ca

 i
d
en

ti
fi

ca
 o

 s
eg

m
en

to
 d

a 
im

ag
em

 c
u
jo

 p
er

fi
l 

to
p

o
g

rá
fi

co
 é

 i
n

d
ic

ad
o
 



135 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

F
ig

u
ra

 6
1
. 

Im
ag

en
s 

o
b

ti
d
as

 p
o
r 

M
ic

ro
sc

o
p
ia

 d
e 

F
o
rç

a 
A

tô
m

ic
a 

(A
F

M
) 

d
as

 m
ec

h
as

 d
e 

ca
b
el

o
 t

ra
ta

d
as

 c
o
m

 t
in

tu
ra

 c
o
r 

ru
iv

o
 

Im
ag

en
s 

o
b
ti

d
as

 p
o
r 

M
ic

ro
sc

o
p
ia

 d
e 

F
o
rç

a 
A

tô
m

ic
a 

(A
F

M
) 

d
as

 m
ec

h
as

 d
e 

ca
b
el

o
 t

ra
ta

d
as

 c
o
m

 t
in

tu
ra

 c
o
r 

ru
iv

o
 

 

L
eg

en
d

a
: 

R
N

U
V

 =
 m

ec
h

a 
d

e 
ca

b
el

o
 n

ão
 e

x
p
o
st

a 
ao

 U
V

/V
is

; 
R

C
 =

 m
ec

h
a 

d
e 

ca
b
el

o
 c

o
n
tr

o
le

 e
x

p
o

st
a 

à 
ra

d
ia

çã
o

 U
V

/V
is

; 
R

N
 =

 m
ec

h
a 

d
e 

ca
b

el
o

 

ap
li

ca
d
a 

d
e 

n
an

o
em

u
ls

ão
 e

 e
x

p
o

st
a 

à 
ra

d
ia

çã
o
 U

V
/V

is
; 

L
in

h
a 

b
ra

n
ca

 i
d
en

ti
fi

ca
 o

 s
eg

m
en

to
 d

a 
im

ag
em

 c
u

jo
 p

er
fi

l 
to

p
o

g
rá

fi
co

 é
 i

n
d

ic
ad

o
 



136 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 

Figura 62. Espessura das cutículas de acordo com o perfil topográfico obtido por 

Microscopia de Força Atômica (AFM) 

 

 

5.8.6 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 De acordo com as imagens obtidas por MEV, apresentadas na Figura 63, pode-

se observar que a radiação UV/Vis não provocou alteração importante na cutícula dos 

fios tingidos de loiro pois a morfologia da borda das cutículas se assemelha a do fio não 

exposto à radiação (NI). A redução na espessura das cutículas não pode ser observada 

por esta técnica, o que torna a AFM mais interessante para visualização de alterações 

mais sutis e imperceptíveis do que a MEV. Porém uma desvantagem do AFM é a 

visualização de porções muito pequenas do material analisado, o que impossibilita a 

observação do estado geral das cutículas da fibra capilar, em maior extensão.  

A mecha tratada com a nanoemulsão, também, não aparentou nenhuma alteração 

significativa nas cutículas, nem mesmo é possível visualizar a deposição de 

nanoemulsão sobre a fibra, como foi observado por AFM. Resultados semelhantes 

foram observados para as mechas tratadas com tintura cor ruivo (Figura 64). 
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5.8.7 Espectroscopia de Ressonância Paramagnética Eletrônica (EPR) 

 A formação de radicais livres é apontada como uma das principais responsáveis 

pelos efeitos negativos que a radiação UV/Vis, indiretamente, exerce sobre a fibra 

capilar, acarretando na perda de propriedades, como cor (DARIO; BABY& VELASCO, 

2015).  

 A Ressonância Paramagnética Eletrônica (EPR) permite identificar o nível de 

melanina radical gerado durante a exposição à radiação UV/Vis. A melanina, por ser um 

polímero, apresenta diversos radicais de semiquinona em sua estrutura. Sua 

sensibilidade à luz, como mostrado na Reação 1, acarreta em aumento do sinal de 

melanina radical detectado por EPR após exposição à radiação. Assim, a inibição na 

geração de tal radical permite inferir sobre a capacidade fotoprotetora ou antirradicalar 

de um produto capilar, por meio do cálculo do Fator de Proteção Radicalar – FPR 

(Radical Hair Protetion Factor, RHF) (HERRLING; JUNG & FUCHS, 2008). Este 

fator relaciona a quantidade de melanina radical formada após a exposição à radiação 

UV/Vis, em amostras de cabelo tratadas ou não com a formulação a ser testada. 

 O nível de melanina radical formada foi obtido pela dupla integração da área dos 

espectros de EPR para as amostras tratadas ou não com a nanoemulsão. Na Figura 65 

são apresentados os espectros demonstrativos obtidos de uma mecha tingida de loiro, 

enquanto na Figura 66 aqueles obtidos para a mecha tingida de ruivo (ensaios 

realizados em triplicata). A partir da quantificação relativa de melanina radical formada, 

foi possível calcular o valor de FPR.  

 Como apresentado na Tabela 13 e Figura 67, a exposição das mechas tingidas 

de loiro à radiação UV/Vis elevou a quantidade de melanina radical em 348%, ou seja, a 

radiação solar artificial, de fato, induziu a formação de radicais livres no córtex da fibra 

capilar (onde se localizam os grânulos de melanina). Porém, as mechas tratadas com a 

nanoemulsão apresentaram aumento de apenas 105%, o que indicou proteção oferecida 

pela nanoemulsão de quercetina. No caso das mechas tingidas de ruivo, a radiação 

UV/Vis promoveu aumento no nível de melanina radical em 464%, enquanto a 

nanoemulsão aplicada foi capaz de reduzir o nível do radical formado, de modo que o 

aumento foi de apenas 112%. Os valores de FPR da nanoemulsão catiônica obtidos para 

as mechas tingidas de loiro ou ruivo foram iguais a 3,31 e 4,14, respectivamente. Esses 

valores são próximos aos reportados por Herrling et al., que avaliou a eficácia de filtros 

químicos e antioxidantes encapsulados em lipossomas na redução do nível de melanina 

radical formada por indução da radiação UV (HERRLING; JUNG; FUCHS, 2008). 



140 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Figura 65. Espectros de EPR do cabelo tingido de loiro antes e após a exposição à 

radiação UV/Vis 

 
 

 

LC 

 

 

 

LN 

 
Legenda: u.a. = unidades arbitrárias; LC = mecha de cabelo controle exposta à radiação 

UV/Vis; LN = mecha de cabelo aplicada de nanoemulsão exposta à radiação UV/Vis;  (˗) sinal 

antes da exposição ao UV/Vis; (˗) sinal após exposição ao UV/Vis.  
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Figura 66. Espectros de EPR do cabelo tingido de ruivo antes e após a exposição à 

radiação UV/Vis 

 

 

RC 

 

 

 

RN 

Legenda: u.a. = unidades arbitrárias; RC = mecha de cabelo controle exposta à radiação 

UV/Vis; RN = mecha de cabelo aplicada de nanoemulsão exposta à radiação UV/Vis;  (˗) sinal 

antes da exposição ao UV/Vis; (˗) sinal após exposição ao UV/Vis 
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 A quercetina poderia atuar na proteção da fibra capilar por dois mecanismos: 

como antioxidante mas também como absorvedora da radiação UV/Vis. A quercetina 

apresenta elevado coeficiente de extinção molar (28400 ± 1700 M
-1

cm
-1

 a 374nm; 

28300 ± 1700 M
-1

cm
-1

 a 256 nm) (CHEN; AHN, 1998), valores semelhantes ou até 

mesmo maiores que os observados para alguns filtros químicos comumente utilizados 

em fotoprotetores, como avobenzona (30500 M
-1

cm
-1

 a 357 nm) ou octocrileno (12600 

M
-1

cm
-1

 a 303 nm) (HARRIPERSAD; RHEIN, 2006). Além disso, como a quercetina 

apresenta potencial de interagir fortemente com proteínas (BOULTON; WALLE; 

WALLE, 1998) e localizava-se na interface óleo/água da nanoemulsão, ou seja, 

encontrava-se disponível para interagir com as proteínas existentes na cutícula (Figura 

47), a quercetina pode ter ficado retida na superfície externa da fibra capilar. Assim, 

haveria elevada possibilidade de ela atuar como absorvedora da radiação UV/Vis 

aderida à cutícula, reduzindo assim a entrada de radiação para camadas mais profundas 

da fibra capilar.  

 A quercetina também, em função do reduzido diâmetro médio de gotícula, 

poderia ter penetrado a fibra capilar atingindo o córtex, local onde sua ação antioxidante 

promoveria a redução no nível de melanina radical induzida. Assim, sua atuação tanto 

como molécula absorvedora de radiação UV/Vis na cutícula quanto como antioxidante 

no córtex explicaria a redução do nível de melanina radical formada por indução da 

radiação solar artificial.  

 

Tabela 13. Sinal de melanina radical médio das mechas tratadas ou não com a 

nanoemulsão catiônica bioativa, antes e após o período de exposição à radiação UV/Vis 

Exposição UV/Vis 

Sinal de melanina radical ± DP (u.a.) 

LC LN RC RN 

Antes 
207706,3 ± 

2761,4 

211707,9 ± 

8814,3 

192533,5 ± 

55426,7 

194810,4 ± 

120793,8 

Após 
929305,5 ± 

187233,2 

431992,5 ± 

70425,8 

1071035, 5 ± 

211155,6 

404332,2 ± 

230443,6 

Legenda: u.a. = unidades arbitrárias; DP = desvio padrão; LC = mecha tingida de loiro controle 
(não tratada com formulação); LN = mecha tingida de loiro tratada com a nanoemulsão 

catiônica; RC = mecha controle (não tratada com formulação); RN = mecha tingida de ruivo 

tratada com a nanoemulsão catiônica 
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Figura 67. Variação no sinal de melanina radical das mechas tingidas de ruivo ou loiro 

tratadas ou não com a nanoemulsão catiônica bioativa 

 
 

 5.8.8 Avaliação do estudo de eficácia da nanoemulsão catiônica 

 Na Tabela 14 são apresentados, de forma concisa, os principais resultados 

obtidos na Avaliação de Eficácia da nanoemulsão catiônica. A nanoemulsão apresentou-

se eficaz a redução do nível de radicais livres, quantificados em termos de melanina 

radical, das mechas de cabelo tingidas de ruivo ou loiro expostas à radiação UV/VIs. O 

FPR, parâmetro interessante na avaliação de eficácia, indica a capacidade de uma 

formulação fotoprotetora ou antioxidante em reduzir o nível de radicais livres formados 

por indução da radiação. Como este parâmetro está relacionado a apenas um fator que 

induz alterações de cor na fibra capilar tingida, sem considerar os efeitos diretos da 

radiação UV/Vis ou de solubilização de pigmentos, que se mostraram bastante 

importantes de acordo com os resultados obtidos neste estudo, torna-se necessária a 

avaliação de todos os parâmetros em conjunto, com a finalidade de avaliar a eficácia 

fotoprotetora da nanoemulsão catiônica. 
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 A radiação UV/Vis afetou apenas alguns dos parâmetros analisados: cor, perda 

proteica, espessura cuticular e nível de melanina radical. Porém, em função da elevada 

substantividade da nanoemulsão catiônica à fibra capilar, e em especial à aderência da 

quercetina às proteínas cuticulares, não foi possível visualizar o perfil topográfico da 

cutícula tratada com a formulação por AFM, de modo a determinar o grau de proteção 

oferecido pela nanoemulsão. Porém, como a perda proteica esteve associada ao desgaste 

cuticular, pois a região do cortex não foi significativamente afetada (não houve redução 

de resistência mecânica), pode-se supor que a nanoemulsão não protegeu a região da 

cutícula do desgaste causado pela radiação UV/Vis.  

 A alteração de cor observada nas mechas de cabelo tingidas ocorreu, em menor 

ou maior grau, pela soma de três fatores: remoção dos pigmentos em função de sua 

solubilização durante o período em contato com a formulação, oxidação promovida pela 

ação direta da radiação UV/Vis e oxidação dos pigmentos pelas ERO formadas.  

 O primeiro fator relaciona-se com a maior solubilidade dos pigmentos de tons 

vermelhos, como os presentes na tintura utilizada (cor 6.66), em água (ZHOU et al., 

2009) em comparação com outras cores, sendo esses pigmentos mais facilmente 

removidos durante os procedimentos de lavagem. Antes da exposição à radiação 

UV/Vis, as mechas eram colocadas em contato com a nanoemulsão por 10 min (JUNG 

et al., 2006; HERRLING; JUNG; FUCHS, 2008), de modo a permitir a penetração da 

quercetina incorporada na nanoemulsão em camadas mais profundas da fibra capilar. 

Assim, os componentes base da nanoemulsão promoveram a solubilização dos 

pigmentos retidos nas camadas mais superficiais da fibra, o que contribuiu para a 

alteração significativa da cor das mechas tingidas de ruivo, mas também das tingidas de 

loiro.  

 Além disso, a radiação UV/Vis interage diretamente com os pigmentos, 

principalmente os de tons mais escuros que atuam, também, como moléculas 

fotoprotetoras, garantindo maior proteção à estrutura capilar que os tons mais claros, 

como os loiros (PANDE; ALBRECHT; YANG, 2001). Portanto, no processo de 

exposição à radiação UV/Vis, as moléculas da tintura podem ter sua estrutura 

modificada, o que provoca alteração de cor na fibra capilar tingida.  

 Os resultados obtidos por Espectroscopia de Ressonância Paramagnética 

Eletrônica (EPR) indicaram que a radiação UV/Vis, de fato, induziu a geração de 

radicais livres, de modo que o sinal de melanina radical (presente no córtex) tornou-se 

mais intenso após o período de exposição à radiação solar artificial. Como a alteração 
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de cor em mechas tingidas está, de acordo com a literatura, fortemente associada à ação 

dos radicais livres (HERRLING; JUNG; FUCHS, 2007), esperar-se-ia que a menor 

elevação no nível de melanina radical fosse acompanhado de menor variação da cor. 

Porém, isso não foi observado para as mechas tingidas de ruivo tratadas com a 

nanoemulsão, porque os pigmentos mais escuros absorveram fortemente a radiação 

UV/Vis, degradando-se. Portanto, na exposição das mechas tingidas de ruivo à radiação 

UV/Vis, os resultados indicam que predominam os danos diretos causados pela 

interação entre radiação solar e pigmentos.  

 Diferentemente, no caso de exposição de mechas tingidas de loiro, parece haver 

maior atuação dos radicais livres formados por indução da radiação UV/Vis. Neste caso, 

a nanoemulsão catiônica atuou reduzindo a variação de cor total, por meio da ação 

antioxidante e/ou absorvedora da radiação UV/Vis, mas também reforçando o tom 

amarelo das mechas, em função de coloração natural da quercetina.  

 A quercetina possui elevado potencial fotoprotetor visto que seu coeficiente de 

extinção molar apresenta-se muito próximo ao observado em filtros solares comumente 

empregados em formulações fotoprotetoras. Porém, a nanoemulsão catiônica foi 

desenvolvida com concentração de quercetina (0,5% p/p) cerca de 5 a 20 vezes menor 

que a concentração de filtros solares utilizados em fotoprotetores. Tal concentração é 

elevada quando se busca atividade antioxidante em uma formulação cosmética, 

considerando também sua baixa solubilidade, porém é insignificante quando se busca 

atividade fotoprotetora. Isto explicaria a ineficácia da quercetina nanoestruturada 

aderida à superfície externa da fibra capilar na proteção contra a perda proteica, 

desgaste cuticular e alteração de cor nas mechas tingidas de ruivo.  

 Assim, considerando que a radiação UV/Vis atua na fibra capilar tingida tanto 

por mecanismos diretos (promovendo oxidação das moléculas de tintura), mas também 

por indiretos (por meio da indução da geração de radicais livres), e com a finalidade de 

proteger tanto as moléculas presentes no córtex (queratina e pigmentos) quanto na 

cutícula, deve ser incorporada à formulação fotoprotetora capilar filtros solares eficazes 

nas concentrações de uso associados a antioxidantes nanoestruturados, com elevado 

potencial de penetrar a fibra capilar. Tais filtros solares devem ficar aderidos à cutícula, 

de modo a protegê-la da degradação proteica e reduzir a entrada de radiação para o 

interior da fibra capilar, local onde os antioxidantes nanoestruturados devem atuar como 

uma segunda linha de defesa (SEBETIĆ et al., 2008).  
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 O método de preparo sub-PIT foi adequado e eficaz na obtenção da 

nanoemulsão catiônica de diâmetro médio de gotícula reduzido (24,97 ± 0,30 nm) e 

potencial zeta positivo (19,6 ± 2,2 mV), o que a torna interessante para aplicação nos 

cabelos, com a finalidade de elevar a área superficial de cobertura ao longo dos fios e 

promover seu condicionamento, com neutralização das cargas negativas naturalmente 

presentes na fibra capilar; 

 De acordo com a Avaliação de Estabilidade Normal, determinou-se que a 

condição de armazenamento a 45,0 ± 2,0º C (estufa) promoveu alteração de todos os 

parâmetros analisados: características organolépticas, pH, conteúdo de quercetina         

(-9,1%), atividade antioxidante (-18%) e diâmetro médio de gotícula (+1000%), exceto 

potencial zeta. As modificações observadas, exceto no diâmetro médio de gotícula, 

podem ser explicadas por reações de oxidação, principalmente no grupo 4'OH 

localizado na estrutura catecol presente no anel B da quercetina; 

 O aumento no diâmetro médio de gotícula observado a 45,0 ± 2,0º C (estufa) 

ocorreu devido ao fenômenos de desestabilização Ostwald ripening (ω3) caracterizado 

pela difusão individual de moléculas de óleo entre as gotículas, promovendo aumento 

no seu diâmetro. Esse fenômeno ocorreu em função do aumento da solubilidade da fase 

oleosa (triglicérides de ácido cáprico/caprílico) com elevação da temperatura do 

sistema; 

 À temperatura ambiente (25,0 ± 2,0
o 

C), observou-se discreta alteração no 

diâmetro médio de gotícula, sendo que em temperatura baixa (5,0 ± 2,0
o 

C) nenhuma 

mudança foi observada. Portanto, o armazenamento a 5,0 ± 2,0
o 

C ou a 25,0 ± 2,0
o 

C 

parecem ser adequados para a nanoemulsão catiônica desenvolvida, pois, am ambos os 

casos, nenhum parâmetro fundamental, como atividade antioxidante, foi alterado; 

 No ensaio de fotoestabilidade, observou-se que a radiação UV/Vis causou 

redução na absorção do sistema cinamoil da quercetina, sem causar alteração da 

atividade antioxidante, indicando elevada fotoestabilidade da molécula, em particular do 

grupo catecol presente no anel B, principal responsável pela sua atividade funcional; 

 O processo de obtenção da nanoemulsão catiônica apresentou eficiência de 

encapsulamento da quercetina de 99,8%, no mínimo, contribuindo para a elevada 

estabilidade física da nanoestrutura.  
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 A caracterização reológica da nanoemulsão mostrou que a mesma apresenta 

típico comportamento newtoniano (ideal), o que é compatível com sua aplicação 

cosmética.  

 As imagens obtidas por Microscopia Confocal de Fluorescência mostraram a 

localização preferencial da quercetina dentro da gotícula, enquanto o ensaio de Análise 

Térmica confirmou a interação existente entre a quercetina e os tensoativos utilizados 

(oleth-20 e oleth-3), indicando, assim, sua função como co-tensoativo da formulação, 

além de atuar como antioxidante; 

 As imagens obtidas por Cryo-TEM e Microscopia de Força Atômica 

demonstraram que a gotícula da nanoemulsão é esférica e apresenta diâmetro de ~20-50 

nm, em concordância com os resultados obtidos por DLS. Além disso, a imagens por 

AFM sugeriram que as nanogotículas apresentavam elevada substantividade à fibra 

capilar;  

 De acordo com a avaliação de segurança preliminar pelo método HET-CAM, 

que avalia o potencial de irritação ocular da formulação, a nanoemulsão catiônica 

apresentou-se como levemente irritante, em função da presença do tensoativo catiônico 

cloreto de cetil trimetil amônio. O baixo potencial de irritação observado pelo HET-

CAM foi confirmado pelo teste de biocompatibilidade cutânea em voluntários. A 

nanoemulsão apresentou boa compatibilidade com a pele pois, mesmo quando aplicada 

sob oclusão, não causou qualquer eritema ou perda da função de barreira. 

 Na avaliação de eficácia, observou-se que a nanoemulsão protegeu a cor total 

(dE*) do cabelo tingido de loiro em 54%, e elevou a alteração de cor do cabelo tingido 

de ruivo em 47%, quando exposto por 180 h à radiação UV/Vis. Além disso, a 

nanoemulsão reduziu a força necessária ao pentear, melhorando o atributo 

penteabilidade e reduziu ambos os coeficientes de fricção (contra ou a favor das 

cutículas).  

 A radiação UV não afetou a resistência mecânica da fibra capilar nem os 

coeficientes de fricção, mas provocou elevada perda proteica e redução da espessura das 

cutículas (observado por AFM) em aproximadamente 50%, independentemente da cor 

da tintura.  

 A nanoemulsão apresentou valor de FPR (Fator de Proteção Radicalar) igual a 

3,31 e 4,14, para as mechas tingidas de loiro ou ruivo, respectivamente. Como este 
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parâmetro considera apenas a redução do nível de radicais livres formados nas mechas 

tratadas e não tratadas, sem considerar os efeitos diretos da radiação solar, outros 

parâmetros como alteração de cor e conteúdo proteico devem ser avaliados em 

conjunto, de modo a determinar o potencial fotoprotetor de uma formulação.  

 A radiação UV/Vis atua tanto por mecanismo diretos (promovendo oxidação das 

moléculas de tintura, principalmente os tons mais escuros) quanto indiretos (por meio 

da indução da geração de radicais livres). Assim, com a finalidade de proteger a fibra 

capilar integralmente deve ser incorporada à formulação fotoprotetora capilar filtros 

solares, que deverão ficar aderidos à cutícula, assim como antioxidantes incorporados 

em nanoestruturas, que devem atuar neutralizando os radicais livres formados no 

interior do córtex capilar. 
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