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Resumo 

Protetores solares tópicos podem ser constituídos por filtros químicos e/ou 
físicos, e compostos antioxidantes, visando uma proteção mais ampla. 
Entretanto, muitas vezes essa proteção deixa a desejar e, por isso, uma 
estratégia interessante é a adição de compostos naturais ou extratos vegetais 
ricos em polifenóis nessas formulações, já que eles podem apresentar atividade 
antioxidante e fotoprotetora. Dentro desse contexto, a família Lamiaceae torna-
se bastante interessante, já que é a principal família vegetal utilizada na indústria 
cosmética e apresenta membros com quantidades expressivas de compostos 
fenólicos. Assim, Mentha x villosa, espécie de fácil cultivo e que apresenta como 
principais compostos não voláteis, ácido rosmarínico (AR) e flavonoides, vem 
sendo estudada na fotoproteção. Dessa forma, este trabalho teve o objetivo de 
continuar avaliando a atividade fotoprotetora de M. x villosa através do estudo 
sazonal do fator de proteção solar (FPS), atividade antioxidante, teor de 
fenólicos, flavonoides e AR, avaliando também se a radiação UV e a precipitação 
poderiam influenciar na produção desses metabólitos. Posteriormente, foi feita a 
otimização da extração de polifenóis e AR através da utilização de um 
planejamento fatorial, variando a porcentagem de etanol e a razão pó/solvente 
utilizada. Após a otimização, análises de componentes principais (PCA), LC-
HRMS e desreplicação (MSn) do extrato foram executadas a fim de identificar os 
compostos presentes em M. x villosa e entender quais substâncias tiveram sua 
extração favorecida. Posteriormente, o FPS foi novamente determinado, bem 
como o fator de proteção UVA (FPUVA) e o comprimento de onda crítico (λc). Os 
testes para determinação do FPS, PFUVA e (λc) foram feitos a partir da 
preparação de 8 formulações diferentes contendo o extrato otimizado. Já a 
atividade antioxidante, foi avaliada através do teste do DPPH e ABTS. Como 
resultados, foi visto que o melhor mês para a coleta de M. x villosa foi setembro 
e, que maiores concentrações de polifenóis e flavonoides favorecem o aumento 
do FPS, bem como a concentração de AR influencia diretamente a atividade 
antioxidante da espécie. Além disso, observou-se que a radiação solar influencia 
na produção de fenólicos e aumento do FPS, enquanto que a precipitação 
parece não influenciar nos parâmetros estudados. Com relação a otimização da 
extração, foi visto que as melhores condições para a extração conjunta de 
polifenóis e AR foram etanol 70% e razão pó/solvente de 5%, promovendo a 
obtenção de 264,58 mg EAG/g e 101,96 mg/g de fenólicos totais e AR, 
respectivamente. A PCA revelou que 7 componentes principais contribuíram 
para diferenciar as amostras e, com base na análise de LC-MS, esses 
compostos foram identificados como polifenóis, juntamente com outros 23 
compostos. Em relação a atividade antioxidante, o extrato otimizado apresentou 
CE50 = 42,44 µg/mL no ensaio de inibição dos radicais DPPH e CE50 = 322,87 
µg/mL no ensaio com radicais ABTS. Na avaliação da atividade fotoprotetora, as 
formulações 5 e 6 apresentaram os melhores valores de FPS (23,20 e 30,63) e 
FPUVA (12,25 e 26,53), respectivamente. Dessa forma, corroborando com todos 
os resultados obtidos, esse trabalho demonstrou o grande potencial fotoprotetor 
de M. x villosa, que foi capaz de apresentar importante proteção de amplo 
espectro contra os raios UVA e UVB, associada à atividade antioxidante e ainda, 
diminuindo a concentração de filtro químico utilizado na formulação, sugerindo 
uma alternativa de um produto mais seguro. 



Palavras-chave: Sazonalidade, FPS, PFUVA, fotoproteção, antioxidante, 

radiação ultravioleta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

Topical sunscreens can consist of chemical and/or physical filters, and 
antioxidant compounds, aiming at a broader protection. However, this protection 
is often lacking and, therefore, an interesting strategy is the addition of natural 
compounds or plant extracts rich in polyphenols in these formulations, since they 
can present antioxidant and photoprotective activity. Within this context, 
Lamiaceae Family becomes quite interesting, since it is the main plant family 
used in the cosmetic industry and has members with a large amount of phenolic 
compounds. Thus, Mentha x villosa has been studied in photoprotection, since 
its a species of easy cultivation and presents as main non-volatile compounds, 
rosmarinic acid (RA) and flavonoids. Thus, this work aimed to continue evaluating 
the photoprotective activity of M. x villosa through the seasonal study of the sun 
protection factor (SPF), antioxidant activity, phenolic, flavonoid and RA content, 
and also evaluating whether UV radiation and precipitation could influence the 
production of these metabolites. Subsequently, optimization of the extraction of 
polyphenols and RA was carried out through the use of a factorial design, varying 
the percentage of ethanol and powder/solvent ratio used. After optimization, 
principal component analysis (PCA), LC-HRMS and dereplication (MSn) of the 
extract were performed in order to identify the compounds present in M. x villosa 
and understand which substances had their extraction favored. Then, SPF, UVA 
protection factor (UVA-FP) and critical wavelength were determined. These tests 
were made from the preparation of 8 different formulations containing the 
optimized extract. Antioxidant activity was evaluated by performing scavenging 
DPPH and ABTS radicais assays. As a result, it was seen that the best month for 
harvest of M. x villosa was September and that higher concentrations of 
polyphenols and flavonoids favor the increase of SPF, as well as, the 
concentration of RA directly influences antioxidant activity of the species. In 
addition, it was observed that solar radiation influences on the production of 
phenolics and the increase in SPF, while precipitation does not seem to influence 
parameters studied. Regarding the extraction optimization, it was seen that the 
best conditions for the joint extraction of polyphenols and RA were 70% ethanol 
and powder/solvent ratio at 5%, promoting the attainment of 264.58 mg GAE/g 
and 101.96 mg/ g of total phenolics and RA content, respectively. PCA revealed 
that 7 major components contributed to differentiating the samples and, based on 
LC-MS analysis, these compounds were identified as polyphenols, along with 23 
other compounds. Regarding antioxidant activity, optimized extract showed EC50 
= 42.44 µg/mL in the DPPH radical inhibition assay and EC50 = 322.87 µg/mL in 
the ABTS radical assay. In the evaluation of photoprotective activity, formulations 
5 and 6 produced for these tests presented the best values of SPF (23.20 and 
30.63) and UVA-PF (12.25 and 26.53), respectively. Thus, corroborating all the 
results obtained, this work demonstrated the great photoprotective potential of M. 
x villosa, which was able to provide important broad-spectrum protection against 
UVA and UVB rays, associated with antioxidant activity and also, reducing the 
concentration of chemical filter used in the formulation, suggesting an alternative 
to a safer product. 

 

Keywords: Seasonality, SPF, PFUVA, photoprotection, antioxidant, ultraviolet 
radiation. 
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1. Introdução 

 A radiação ultravioleta (UV) que é emitida pelo sol tem várias implicações na 

saúde humana, tanto positivas, quanto negativas. Ela pode ser dividida em três tipos, 

de acordo com seu comprimento de onda, em UVC (100-290 nm), UVB (290-320 nm) 

e UVA (320-400 nm), mas apenas os raios UVB e UVA passam pela camada de 

ozônio. Como ações benéficas, a radiação UVB, por exemplo, é essencial para a 

produção de vitamina D e contribui para melhora de doenças como a psoríase. Porém, 

ela também é responsável por causar queimaduras, insolação, manchas e até câncer 

de pele, já que o DNA é capaz de absorver essa radiação diretamente, sofrendo 

mutações (PERUGINI et al., 2019).  

 Os raios UVA também podem ser prejudicais e como principais efeitos 

negativos, têm – se a sua grande capacidade de induzir a produção de radicais livres 

e, a longo prazo, fotoenvelhecimento ou envelhecimento acelerado e câncer de pele. 

Por esses motivos, e devido à alta exposição ao sol continuamente, o câncer de pele 

é o tipo de câncer mais frequente na população mundial, bem como na brasileira, 

correspondendo a 30% de todos os casos de câncer registrados no país (BRASIL, 

2022).  

 Os efeitos do sol, principalmente àqueles relacionados ao câncer de pele são 

cumulativos, por isso, esse tipo de câncer é mais comum em adultos acima de 40 

anos, embora essa faixa etária média venha diminuindo, devido à alta exposição solar 

das pessoas quando jovens. Dessa forma, a prevenção é imprescindível, devendo ser 

sempre utilizada. Ela pode ser feita por meio do uso de bonés, óculos de sol, barracas, 

sombrinhas, roupas de proteção solar e, principalmente, o protetor solar (BRASIL, 

2020). Estima-se que utilizar protetor solar rotineiramente pode reduzir o 

aparecimento de carcinoma de células escamosas em 40%, além de ser capaz de 

reduzir também o aparecimento de melanoma (GHIASVAND et al., 2016; SANDER et 

al., 2020; WATTS et al., 2018). 

 O protetor solar além de oferecer proteção contra a radiação UV diretamente, 

filtrando os raios que incidem sobre a pele, ainda pode oferecer proteção antioxidante 

contra os radicais livres induzidos por eles, promovendo uma proteção adequada, 

agindo em duas linhas de defesa, a primária e secundária. Sendo a primária 

justamente aquela com capacidade filtrante da radiação solar e a secundária, a de 

neutralização dos radicais livres (PERUGINI et al., 2019).  
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 Dessa forma, a incorporação de extratos vegetais em formulações 

fotoprotetoras têm ganhado destaque, principalmente aqueles que apresentam em 

sua composição química, compostos fenólicos, que podem ser capazes de guardar 

tanto as propriedades de filtrar a radiação UV, quanto de agir como antioxidantes. Já 

que muitas vezes, formulações contendo apenas filtros químicos podem não 

apresentar uma proteção tão adequada, principalmente quando se considera efeitos 

a longo prazo, como é o caso do envelhecimento precoce e câncer de pele (EL 

AANACHI et al., 2020; FACCIO, 2020). 

 Por isso, levando em consideração a forte presença de compostos fenólicos 

em espécies da família Lamiaceae, bem como no gênero Mentha, que se apresenta 

como um gênero de grande importância para o bem estar humano em várias áreas, 

bem como na medicina popular e científica, esse trabalho buscou avaliar o potencial 

fotoprotetor e antioxidante de Mentha x villosa, conhecida popularmente como hortelã-

da-folha-miúda e que possui atividades antioxidante, anti-inflamatória, antimicrobiana, 

antiparasitária, anti hipertensiva, entre outras, sendo demonstradas na literatura 

(FATIH et al., 2017; HANAFY et al., 2017; NUNES GUEDES et al., 2004; SHEN et al., 

2011). Em trabalho anterior nosso (GOMES, 2018), M. x villosa também demonstrou 

interessante potencial fotoprotetor, apresentando fator de proteção solar (FPS) in vitro 

de 12,79, o que nos incentivou a continuar essa investigação. Agora também, 

realizando um estudo sazonal de suas atividades, avaliando como isso poderia alterar 

seu FPS e sua atividade antioxidante. 
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2. Fundamentação teórica 

2.1. Família Lamiaceae 

 A família Lamiaceae compreende uma das maiores famílias de vegetais 

existentes e, por muito tempo, ela foi conhecida como Labiatae e como “mint Family”, 

tendo seu nome alterado por volta de 1820 (MICHEL; ABD RANI; HUSAIN, 2020; 

NAPOLI; SIRACUSA; RUBERTO, 2020). Ela apresenta 245 gêneros e cerca de 

22.576 espécies já foram incorporadas a essa família, porém, apenas 7.886 espécies 

são consideradas verdadeiras pertencentes a ela, pois muitos sinônimos e atribuições 

erradas foram retiradas (NAPOLI; SIRACUSA; RUBERTO, 2020).  

Essa família compreende 12 subfamílias, sendo estas: Ajugoideae, 

Lamioideae, Nepetoideae, Callicarpoideae, Cymaroideae, Tectonoideae, 

Peronematoideae, Premnoideae Prostantheroideae, Scutellarioideae, 

Symphorematoideae e Viticoideae (FREZZA et al., 2019). No geral, suas espécies 

estão distribuídas em quase todo o mundo Figura 1 e, apresentam crescimento típico 

em zonas tropicais e temperadas, sendo na bacia mediterrânea o lugar onde essas 

espécies encontram as melhores condições para se desenvolver plenamente 

(FREZZA et al., 2019; NAPOLI; SIRACUSA; RUBERTO, 2020; SKENDI et al., 2020). 

Lamiaceae é conhecida por apresentar o maior número de plantas aromáticas dentre 

todas, possuindo membros com grande produção de óleos essenciais (KUMAR et al., 

2019; NAPOLI; SIRACUSA; RUBERTO, 2020; SKENDI et al., 2020).  

 

Figura 1. Mapa de distribuição de espécies pertencentes a família Lamiaceae no mundo. 

 

(Fonte: http://legacy.tropicos.org/NamePage.aspx?nameid=42000291&tab=maps) 
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No Brasil, membros dessa família estão presentes por todo o território, havendo 

46 gêneros (dos quais 6 são endêmicos) e 524 espécies (das quais 343 são 

endêmicas), sendo a região sudeste a que apresenta mais espécies pertencentes a 

Lamiaceae, que crescem como arbustos, árvores, ervas, volúvel/trepadeiras e 

subarbustos (HARLEY et al., 2015). 

As espécies de Lamiaceae se apresentam como uma grande fonte de produtos 

consumidos pela população mundialmente, já que a utilização dessas espécies é 

diversa, passando por vários segmentos industriais. Segundo VAN WYK, 2014, 114 

das 701 espécies usadas na culinária, são da família Lamiaceae. Elas podem ser 

utilizadas seja como tempero, condimentos e especiarias, a exemplo do alecrim 

(Rosmarinus officinales) e do orégano (Origanum vulgare), na salada e em sucos, 

como a hortelã (espécies do gênero Mentha), também como chás, como é o caso das 

espécies anteriores, bem como o boldo-pequeno (Plectranthus ornatus), falso-boldo 

(Plectranthus barbatus), incensos (Tetradenia riparia) e, até como conservantes 

alimentares, devido a atividade antioxidante que muitas apresentam (AHN; ALFORD; 

NIEMEYER, 2020; MARIUTTI; BRAGAGNOLO, 2007; RATTRAY; VAN WYK, 2021). 

Como nutracêuticas, as espécies são usadas através de chás, decocções, 

infusões e com o material vegetal bruto. Muitas das espécies com essa propriedade 

estão reunidas na subfamília Nepetoideae, embora algumas espécies em outras 

subfamílias também sejam utilizadas. A exemplo de espécies da subfamília 

Nepetoideae, tem-se: Lepechinia caulescens (usada contra hipertensão e pela sua 

atividade antioxidante), Melissa officinalis (usada contra desordens gastrintestinais e 

para distúrbios de sono), Hypenia spp (usadas como aromatizantes e para o 

tratamento de resfriados, gripes, etc), entre outras (FREZZA et al., 2019). 

Outra utilização importante é na indústria de cosméticos, já que a família 

Lamiaceae é a principal fonte de componentes de origem vegetal usados para a 

produção de vários cosméticos, principalmente com finalidade de skincare, 

antienvelhecimento e anticelulite (CHARLES DORNI et al., 2017). O extrato das raízes 

de Collinsonia canadensis é utilizado em formulações cosméticas para a proteção 

contra raios UV (MAZZIO et al., 2014), assim como as flores e as partes aéreas de 

Marrubium vulgare, que além disso, também exerce atividade anti-inflamatória 

(SHAHEEN et al., 2014). Outras espécies com atividade fotoprotetora utilizadas são: 
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Coleus forskohlii, e Thymus vulgaris devido principalmente a presença de compostos 

fenólicos em suas composições (DORNI et al., 2017). 

Já o óleo de sementes da chia (Salvia hispanica), por exemplo, rico em ácidos 

graxos como ácido linoleico, ácido α-linoleico, ácido palmítico, ácido oleico e ácido 

esteárico, é bastante interessante, pois esses ácidos graxos são capazes de prevenir 

a perda de água trans epidérmica, manter a barreira epidérmica do estrato córneo e 

interromper a melanogênese nos melanócitos epidérmicos, inibindo a produção de 

manchas. Além disso, o óleo de chia também é usado em formulações de skincare 

devido a sua atividade antioxidante, mostrando a riqueza de propriedades existentes 

na família (CHARLES DORNI et al., 2017; DIWAKAR et al., 2014; MARINELI et al., 

2014).  

Na área da saúde, espécies de Lamiaceae também tem papel de destaque pela 

grande utilização de suas ervas medicinais tanto na medicina popular, quanto de 

forma cientificamente comprovada, apresentando, inclusive, representantes na 

Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Único de Saúde 

(RENISUS) (BRASIL, 2009) e na farmacopeia brasileira (BRASIL, 2019). No 

RENISUS, a família Lamiaceae está representada pelas espécies do gênero Mentha, 

sendo elas M. pulegium, M. piperita, bem como Ocimum gratissimum, Plectranthus 

barbatus e Lamium album. No caso das espécies de Mentha, elas são utilizadas como 

expectorantes e contra problemas gastrointestinais. Já Ocimum gratissimum, apresenta 

atividades como antimicrobianas, hipoglicemiante, anti-hipertensiva, hepatoprotetora, 

entre outras. 

Todas essas atividades e propriedades relevantes para o ser humano só são 

possíveis pela complexidade de compostos existentes nessa família. Dessa forma, a 

classificação dessa família do ponto de vista fitoquímico é um pouco controversa, já 

que, de maneira geral, os pesquisadores separam Lamiaceae em dois grandes grupos 

a partir da produção de determinados metabólitos, um grupo é representado por 

aquelas espécies que produzem óleos essenciais (subfamília Nepetoideae) e o outro 

grupo é formado por espécies que produzem espécies polares não voláteis (subfamília 

Lamioideae), e que praticamente não produzem óleos essenciais. Porém, essa 

classificação não é tão precisa, devido ao fato de que já houveram diversos 

realinhamentos de gêneros e porque várias espécies de Lamioideae produzem óleos 

essenciais (RATTRAY; VAN WYK, 2021). 
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Grande parte da importância da utilização das espécies de Lamiaceae em 

vários setores industriais se deve a vasta produção de óleos essenciais realizada por 

elas, que são capazes de desempenhar diversos papéis, desde compor o aroma de 

perfumes até servir como inseticida no controle de pragas. Embora o conteúdo de 

óleos essenciais possa variar bastante entre as espécies e inclusive entre a mesma 

espécie cultivada sob diferentes condições ou lugares, em sua maioria, esses óleos 

são compostos principalmente por mono e sesquiterpenos, como por exemplo: 

mentol, α e β-pineno, limoneno, 1,8-cineole e γ-terpineno, bem como germacreno D, 

cariofileno e espatulenol, respectivamente, Figura 2 (FREZZA et al., 2019).  

 

Figura 2. Principais mono e sesquiterpenos presentes nos óleos essenciais de espécies de Lamiaceae. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Fonte: FREZZA et al., 2019) 

 

Já com relação aos compostos não voláteis, os principais metabólitos 

encontrados são pertencentes a classe dos polifenóis (principalmente flavonoides, 

ácidos fenólicos e lignanas), iridoides, triterpenos, diterpenos, e glicosídeos 

feniletanoides. Entre os flavonoides, quatro tipos específicos de esqueletos são 

amplamente presentes, são eles: apigenina, hipolaetina, isoscutelareína e 

escutelareína. Os ácidos fenólicos são representados pelo ácido cafeico, ácido 

rosmarínico e seus derivados, já as lignanas de esqueletos parecidos com ariltetralina 

e furofuranicas representam as mais comuns nesta família e ácidos cafeoilquínicos 

(ácido clorogênico) também são bastante comuns Figura 3 (FREZZA et al., 2019; 

TZIMA; BRUNTON; RAI, 2018; VAN WYK, 2014). 

1,8-Cineol 
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Figura 3. Principais tipos de polifenóis presentes em espécies de Lamiaceae. 

 

(Fonte: FREZZA et al., 2019) 

 

A presença de polifenóis em Lamiaceae é bastante importante e ajuda também 

a explicar determinadas atividades biológicas, como antioxidante e anti-inflamatórias 

de muitas de suas espécies (SIMEONI et al., 2018; SKENDI; IRAKLI; 

CHATZOPOULOU, 2017; STAGOS et al., 2012). Inclusive, cada vez mais evidências 

científicas tem se encontrado associando a alimentação rica em polifenóis com 
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benefícios à saúde, como a diminuição de doenças cardiovasculares e degenerativas 

(MICHEL; ABD RANI; HUSAIN, 2020; TZIMA; BRUNTON; RAI, 2018).  

Os polifenóis também têm demonstrado outras atividades, como antitumoral, 

antidiabética, contra osteoporose (SIMEONI et al., 2018), antifúngica (SKENDI et al., 

2020), antibacteriana (STAGOS et al., 2012) e fotoprotetora, como no caso de 

espécies já citadas anteriormente, Coleus forskohlii, Thymus vulgaris (CHARLES 

DORNI et al., 2017), Collinsonia canadenses (MAZZIO et al., 2014), Marrubium 

vulgare (SHAHEEN et al., 2014), Plectranthus amboinicius (TERTO et al., 2020), entre 

outras, sendo o estudo de extratos ricos em compostos fenólicos muito importantes 

para a produção de formulações de protetores solares de fonte natural seguras e 

eficazes, além de mostrar também o potencial da família Lamiaceae nessa área. 

2.2. Gênero Mentha  

O gênero Mentha pertence à família Lamiaceae e apresenta cerca de 42 

espécies, bem como diversos híbridos, que se distribuem principalmente na Europa, 

Ásia, Australia e América do Norte Figura 4 (SALEHI et al., 2018; WFO, 2022). Esse 

gênero apresenta vários sinônimos e sua taxonomia é bastante complexa e muitas 

vezes não há um consenso entre os pesquisadores (SALEHI et al., 2018). No Brasil, 

4 espécies podem ser encontradas em todas as 5 regiões do país, mas principalmente 

nos domínios da Amazônia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlântica, geralmente na forma 

de erva (ANTAR; HARLEY, 2020).  

As espécies mais comuns do gênero são M. piperita, M. aquatica, M. spicata, 

M. rotundifolia, M. arvensis, M. pulegium, M. longifolia, e M. suaveolens, sendo 

bastante estudadas e cultivadas. Espécies desse gênero apresentam enorme valor 

comercial, sendo empregadas em várias áreas como na alimentação, na área de 

plantas ornamentais, indústria de cosméticos, produtos de higiene oral, pesticidas e 

na área de saúde, principalmente devido aos seus óleos essenciais (EFTEKHARI et 

al., 2021; GHOLAMIPOURFARD; SALEHI; BANCHIO, 2021; PARK et al., 2019). 
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Figura 4. Distribuição mundial do gênero Mentha. 

 

(Fonte: GBIF SECRETARIAT, 2021) 

 

Popularmente, as espécies de Mentha têm suas folhas e/ou partes aéreas 

vastamente utilizadas na culinária principalmente na forma de sucos, saladas, 

flavorizantes e chás, mas também são bastante utilizadas para o tratamento de 

diversos problemas de saúde, como problemas de pele, resfriados, diabetes, 

infecções microbianas, desordens gastrintestinais e respiratórias, carminativa, dor de 

cabeça, febre, náuseas, como anti-inflamatórias, antioxidante (ALAMGEER et al., 

2022; ANWAR et al., 2019; EL MENYIY et al., 2022; MAHENDRAN; VERMA; 

RAHMAN, 2021; PARK et al., 2019), entre outros. 

Do ponto de vista científico, muitas desses usos populares têm sido 

confirmados e outras atividades biológicas também tem sido atribuídas. Vários 

estudos in vitro e/ou in vivo demonstram suas atividades antioxidantes (BRAHMI et 

al., 2017; MAHDAVIKIA; SAHARKHIZ; KARAMI, 2017), antimicrobianas e 

antifúngicas, antiparasitárias, inseticidas (EL MENYIY et al., 2022; 

GHOLAMIPOURFARD; SALEHI; BANCHIO, 2021), antidiabéticas (AL-FARTOSI; 

RADI; AL-REKABI, 2014; BAYANI; AHMADI-HAMEDANI; JAVAN, 2017; MUSHTAQ 

et al., 2017; RAKEBIZADEH; ZAHEDIZADEH; PANAH, 2018), antitumoral (TAFRIHI 

et al., 2021), inibidoras da acetilcolinesterase (DE SOUSA BARROS et al., 2015; 

KHATOON et al., 2018), onde foi visto que devido a esse efeito, o óleo essencial de 

M. piperita apresentou uma alta eficiência clínica no tratamento da doença de 

Alzheimer (DOHI; TERASAKI; MAKINO, 2009), entre outras. 

Fitoquimicamente, muitas dessas atividades se devem aos seus ricos óleos 

essenciais, que apresentam uma composição complexa, com mais de 300 compostos 
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já identificados e movimentam uma economia de valores comerciais maiores que 400 

milhões de dólares por ano. Em sua maioria são representados por terpenos, mono e 

sesquiterpenos, como por exemplo, os monoterpenos p-metano C3-oxigenados (ex.: 

pulegona, mentona e mentol) ou os p-mentano C6-oxigenados (ex.: carvona), porém 

essa composição pode variar bastante dependendo da espécie, por exemplo, M. 

spicata ssp., M. viridis e M. gracilis produzem óleos ricos em carvona, já M. piperita 

tem como composto majoritário o mentol, enquanto que M. pulegium tem um óleo 

essencial rico em pulegona (FATIH et al., 2017; SALEHI et al., 2018).  

Outra classe muito importante de metabólitos secundários presentes nas 

espécies de Mentha são os compostos fenólicos, que aqui são principalmente 

representados por ácidos fenólicos e flavonoides, que podem estar glicosilados ou 

não, muito embora vários outros tipos de fenólicos já tenham sido identificados. Em 

relação aos ácidos fenólicos, os principais são os ácidos cafeico, clorogênico, ácidos 

salvianólicos e rosmarínico, estando este último entre 60-80% do teor de ácidos 

fenólicos existentes. Já os flavonoides tem como compostos principais, aqueles com 

esqueleto de flavona e flavanonas, sendo a luteolina e seus derivados, hesperidina e 

eriocitrina, os mais comuns (FATIH et al., 2017).  

Os compostos fenólicos também são responsáveis por determinadas 

atividades biológicas das espécies de Mentha, como no caso do estudo feito por 

CAVAR ZELJKOVIĆ et al., 2021, que avaliou a atividade antioxidante de 13 espécies 

de Mentha, bem como sua atividade inibidora da enzima tirosinase (essencial para a 

melanogenese), e as relacionou com o teor de fenólicos de cada espécie, concluindo 

que as quarto espécies (M. x villosa, M. suaveolens, M. longifolia e M. x piperita 

Bergamota) que apresentaram os maiores teores de polifenóis, apresentaram as 

melhores atividades antioxidantes, enquanto que M. pulegium e M. x piperita 

apresentaram as melhores atividades inibidoras de tirosinase. 

Já na revisão feita por TAFRIHI et al., 2021, vários estudos sugeriram 

importantes atividades antibacterianas de extratos etanólicos e aquosos de espécies 

de Mentha, como por exemplo um estudo feito por SUJANA et al., 2013, que 

apresentou a forte atividade antibacteriana do extrato das folhas de M. x piperita contra 

cepas das bactérias gram positivas Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis. Ainda 

na mesma revisão, outras atividades associadas a presença de polifenóis nos extratos 

de Mentha também foram descritas, como atividade antiviral e antitumoral. 
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Além de todas essas atividades, polifenóis também são importantes na área da 

fotoproteção, já que eles são capazes de filtrar a radiação solar que incidente sob a 

pele, o que pode tornar extratos vegetais com concentrações adequadas desses 

metabolitos, promissores nessa área, principalmente porque as plantas já utilizam 

polifenóis como forma de proteção contra a radiação UV. Em um estudo feito por 

NAZARI; ZARINKAMAR, 2020, foi observado que a irradiação com radiação UVB em 

Mentha aquática promoveu o aumento do teor de flavonoides e antocianinas 

especialmente nas fases vegetativas iniciais de seu desenvolvimento. 

Em outro trabalho realizado por YAKOUBI et al., 2021, o fator de proteção solar 

do extrato aquoso de M. pulegium foi determinado e correspondeu a 35,58, tendo um 

alto fator de proteção contra a radiação UVB. Dessa forma, as espécies do gênero 

Mentha se apresentam como importantes ervas medicinais e com potencial para 

serem estudadas em áreas que ainda não foram tão bem exploradas, em especial, a 

da fotoproteção. 

 

2.3. Mentha x villosa 

A espécie Menha x villosa Huds. está incluída no gênero Mentha e é, na 

verdade, um híbrido das espécies Mentha spicata L. e Mentha suaveolens E. Ela se 

apresenta como uma planta de clima subtropical, herbácea, de baixo crescimento, 

com ramos eretos, folhas ovais pecioladas opostas e curtas de margens serrilhadas e 

crenadas, com aroma forte e característico (BEZERRA et al., 2019; 

MOETAMEDIPOOR et al., 2021, 2022) Figura 5. No Brasil, ela é popularmente 

chamada de hortelã da folha miúda ou hortelã rasteira e é bastante cultivada 

principalmente no nordeste do país (AMARAL et al., 2015; CARTAXO; DE ALMEIDA 

SOUZA; DE ALBUQUERQUE, 2010). 

A exemplo tanto da família, quanto do gênero, M. x villosa tem aplicações em 

diversas áreas (ALVES et al., 2018), bem como na medicina popular, onde é usada 

para dores e inflamações no geral, dores de cabeça, cólicas menstruais, sinusite, 

febre, problemas oftálmicos, indigestão, infecções intestinais, antimicrobiana, 

antiparasitária (CARTAXO; DE ALMEIDA SOUZA; DE ALBUQUERQUE, 2010; 

FOGAÇA et al., 1997; TURKEZ et al., 2018), entre outros. 
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Figura 5. Mentha x villosa Huds 

 

(Fonte: Gomes, 2018) 

 

Por ter um óleo essencial muito rico em substâncias biologicamente ativas, 

vários estudos desde da década de 90 já foram feitos para avaliar os efeitos do seu 

óleo e de seu principal componente, o monoterpeno, rotundifolona, Figura 6. Dessa 

forma, estudos como os de ARRUDA et al., 2006; DA CRUZ ALMEIDA et al., 2018; 

DOS PASSOS BRAGA et al., 2019; GUERRA et al., 2015, demonstram o potencial 

antimicrobiano do óleo de M. x villosa, especialmente como antifúngico. 

 

Figura 6. Estrutura química da Rotundifolona. 

 

 

Além disso, trabalhos como os de BORTOLUZZI et al., 2021; MATOS-ROCHA 

et al., 2013, 2020, observaram efeito antiparasitário desse mesmo óleo essencial. 

Inclusive, no trabalho de MATOS-ROCHA et al., 2013, a rotundifolona também foi 

testada e demonstrou resultados de atividade in vitro contra Schistomossa mansoni 

promissora. No trabalho de DE SOUSA; LIMA; STEVERDING, 2016, tanto o óleo 

quanto a rotundifolona (entre outros monoterpenos tipo p-mentano) tiveram suas 

atividades anti Trypanosoma brucei avaliadas, e foi observado que a rotundifolona 

apresentou significativa atividade contra T. brucei, necessitando de maiores 

investigações nesse aspecto. 
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Outra atividade do óleo essencial de M. x villosa e da rotundifolona isolada que 

vem sendo explorada, é sua atividade no sistema cardiovascular. No estudo de 

LAHLOU et al., 2022 foi observada a diminuição da pressão arterial de ratos 

normotensos conscientes, de maneira dose dependente, após o tratamento 

intravenoso com o óleo essencial de M. x villosa. Da mesma forma, em outro estudo 

conduzido por LAHLOU; CARNEIRO-LEÃO; LEAL-CARDOSO, 2002, foi visto que o 

óleo também promoveu a diminuição da pressão arterial em ratos “DOCA-salt-

hypertensive” de maneira dose dependente. No estudo de GUEDES et al., 2002, 

observaram que esse efeito hipotensor pode estar associado a estimulação não 

seletiva de receptores muscarínicos que a rotundifolona é capaz de promover. Outros 

trabalhos ao longo dos anos também vêm descrevendo essas atividades, como nos 

outros 2 trabalhos de NUNES GUEDES et al., 2004 e nos trabalhos SILVA et al., 2011 

e na revisão de DE ANDRADE et al., 2017. 

As atividades antioxidante (BENABDALLAH et al., 2018; SITZMANN et al., 

2014; TURKEZ et al., 2018), antinociceptiva (DE SOUSA et al., 2007), larvicida (LIMA 

et al., 2014), antiespasmódica (DE SOUSA et al., 2008), antiviral contra SARS-Cov-2 

(popularmente conhecido como “novo coronavírus”) (CAVAR ZELJKOVIĆ et al., 

2022), antitumoral e citotóxica (AMARAL et al., 2016; TURKEZ et al., 2018) do óleo e 

da rotundifolona também vêm sendo descritas. 

Além dos terpenos existentes nos óleos essenciais de M. x villosa, outra classe 

muito importante de metabólitos secundários existentes nessa planta são os 

compostos fenólicos, representados principalmente por ácidos fenólicos e flavonoides 

(CAVAR ZELJKOVIĆ et al., 2021). Esses compostos também são bastante 

importantes do ponto de vista terapêutico e estudos também têm sido feitos para 

avaliar as atividades dos extratos de M. x villosa.  

Dessa forma, no estudo de BROSKOVÁ et al., 2013, foi avaliado o efeito do 

extrato de M. x villosa frente a um modelo de isquemia cardíaca e mesentérica em 

órgãos isolados, onde o extrato causou a redução das arritmias, bem como, 

bradicardia, além de ter apresentado efeito antioxidante. Da mesma forma, o trabalho 

de FIALOVAA et al., 2015, concluiu que o extrato aquoso de M. x villosa tem potencial 

promissor na prevenção da lesão tecidual causada pelo estresse oxidativo. Nesse 

trabalho, também foi sugerida a presença de 16 polifenóis, através de experimentos 

com espectrometria de massas, são eles: ácido quínico, ácido clorogênico, p-

cumaroil-hexosideo, ácido caféico, ácido cumaroilquínico, ácido litospérmico, 
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luteolina-7-O-glucuronideo, eridictiol-7-O-rutinosideo, luteolina-7-O-rutinosideo, 

luteolina-7-O-glicosideo, apigenina- glucuronideo, ácido rosmarínico, campferol-3- O-

glucuronideo, crisoeriol-7-O-rutinosideo, hesperitina-7-O-rutinosideo e ácido 

salvianólico A. 

CAVAR ZELJKOVIĆ et al., 2021 também observaram um alto teor de 

compostos fenólicos (e forte atividade antioxidante), com composição similar ao do 

estudo acima para o extrato metanólico de M. x villosa, onde o ácido rosmarínico foi 

identificado como composto majoritário. Boa atividade inibidora de tirosinase também 

foi determinada. A atividade antioxidante também foi encontrada no trabalho de 

(TEKEĽOVÁ et al., 2016). Já no trabalho de KAPP et al., 2020 foi observada a 

atividade antibacteriana contra S. aureus do extrato aquoso de M. x villosa. Além 

disso, outras atividades como, antitumoral, citotóxica, radioprotetiva, in vitro, do 

extrato aquoso também foram observadas, bem como a atividade analgésica in vivo 

(KAPP, 2015).  

Assim, levando em consideração todas as promissoras propriedades 

terapêuticas levantadas, além da rica composição química da espécie M. x villosa e 

sua importante atividade antioxidante já descrita, essa espécie merece atenção, 

especialmente em áreas ainda pouco exploradas, como a da fotoproteção, devido à 

forte presença de compostos fenólicos. 

2.4. Radiação solar 

A radiação solar que chega na superfície terrestre é composta de ondas 

eletromagnéticas de comprimentos de ondas diferentes, as infravermelhas, que 

possuem comprimentos de onda entre 1 mm e 1 µm (correspondem a cerca de 50% 

da radiação solar), luz visível de 400 – 750 nm (em torno de 40-45%) e a radiação 

ultravioleta (UV) de 100 – 400 nm (cerca de 5-10%). A ultravioleta pode ainda ser 

subdividida em três, são elas a UVC (100-290 nm), UVB (290-320 nm) e UVA (320 – 

400 nm) (DELINASIOS et al., 2018; HIBLER; DUSZA; WANG, 2016; SAMANIEGO 

RASCÓN; FERREIRA; GAMEIRO DA SILVA, 2017).  

Este tipo de radiação (UV) apresenta efeitos diretos na saúde humana, já que 

ela regula a função imunológica de modo a reduzir a severidade de certas doenças 

de pele (ex: psoríase), depressão e possivelmente doenças sistêmicas autoimunes, 

além dos raios UVB serem necessários para a produção de vitamina D. Porém, muitos 

efeitos negativos também são observados quando da exposição por longos períodos. 
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De forma aguda, os efeitos incluem eritemas, manchas, espessamento da epiderme, 

queimaduras, entre outros. Já de forma crônica, fotoenvelhecimento e câncer são os 

efeitos mais comuns. Isso acontece porque a diversas estruturas da pele absorvem a 

radiação incidente, como a melanina, DNA e RNA celulares, proteínas, aminoácidos 

aromáticos, entre outros (BARNES et al., 2019; BERNARD; GALLO; KRUTMANN, 

2019; LUCAS et al., 2019; SAMANIEGO RASCÓN; FERREIRA; GAMEIRO DA SILVA, 

2017). 

Devido ao seu comprimento de onda, existem diferenças entre o nível que os 

três tipos de radiação ultravioleta podem penetrar na pele. Começando pelos raios 

UVC, é importante saber inclusive, que, eles são filtrados pela camada de ozônio e 

não atingem a pele, o que poderia ser bastante prejudicial, já que a radiação UVC tem 

o menor comprimento de onda e é a mais energética, podendo causar severas 

queimaduras, na pele e nos olhos (DE JAGER; COCKRELL; DU PLESSIS, 2017).  

Em relação a radiação UVB, embora ela ainda seja atenuada pela camada de 

ozônio e até pelas próprias nuvens, cerca de 5 a 6% da radiação UV que atinge o solo 

terrestre corresponde a ela. Os raios UVB tem comprimento de onda menor que os 

raios UVA e por isso são mais energéticos, sendo dessa forma capazes de penetrar 

o tecido cutâneo apenas até a epiderme. Entretanto, sua menor capacidade de 

penetração na pele não impede que ela cause danos bastante acentuados neste local. 

A radiação UVB é responsável por causar eritemas, manchas, insolação, 

queimaduras, imunossupressão e câncer, pois esse tipo de radiação é muito 

eficientemente absorvida pelas moléculas de DNA, que podem sofrer degradação, 

formando fotoprodutos (BERNARD; GALLO; KRUTMANN, 2019; SAMANIEGO 

RASCÓN; FERREIRA; GAMEIRO DA SILVA, 2017). 

Os fotoprodutos de DNA mais comumente produzidos após incidência de 

radiação UVB, são os dímeros de ciclobutano pirimidina (DCPs) e os fotoprodutos de 

pirimidina 6-4 pirimidona (6-4PPs) Figura 7. Os DCPs são as principais lesões 

citotóxicas causadas, sendo responsáveis pela morte celular após exposição 

prolongada ao sol. A formação desses DCPs pode levar a mutações características 

que podem ser encontradas em melanomas malignos cutâneos, carcinoma 

espinocelular e basocelular e queratose actínica (BÉRUBÉ et al., 2018; KCIUK et al., 

2020; LUCAS et al., 2019).  

Entretanto, os 6-4PPs também são importantes, pois eles causam acentuadas 

perturbações na estrutura de dupla hélice do DNA, que são incapazes de serem 
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contornadas pelas células, levando também a morte celular (BÉRUBÉ et al., 2018; 

KCIUK et al., 2020). Esse tipo de mecanismo pode também causar manchas de pele, 

através da estimulação da melanogênese, que é feita em resposta aos danos 

causados ao DNA e, a radiação UVB pode ainda causar a estimulação de processos 

inflamatórios, pela liberação de prostangladina E2 (PGE2) e fator estimulador de 

colônia (FEC) (HYTER et al., 2013; MOORE et al., 2013; TAGASHIRA et al., 2015). 

 

Figura 7. Fotoprodutos de DNA causados pela radiação UVB. 

 

 

 

Já a radiação UVA, além de não ser retida ou atenuada pela camada de ozônio 

ou por nuvens, por apresentar um comprimento de onda maior que a radiação UVB, 

é capaz de penetrar mais profundamente e atingir a derme, onde causa seus efeitos 

deletérios. Eles representam de 90-95% da radiação UV que atinge a superfície 

terrestre e podem ainda ser divididos em dois subtipos, UVA 2 ou curto (320-340 nm) 

e UVA 1 ou longo (340-400 nm) (BERNARD; GALLO; KRUTMANN, 2019).  

Dessa forma, eles são responsáveis pelo escurecimento imediato e persistente 

da pele não protegida (bronzeamento) e são conhecidos também por atuar ativamente 

na indução da produção de estresse oxidativo, causando fotoenvelhecimento da pele 

ou envelhecimento acelerado, sendo visto que as alterações patognomônicas da pele 

fotoenvelhecida são encontradas principalmente no tecido conjuntivo dérmico (LAN, 

2019; MARIONNET et al., 2018). Acredita-se, inclusive, que o aumento da síntese e 

expressão de metaloproteinases (MMPs) pelos fibroblastos dérmicos após a 

exposição aos raios UV, desempenhe um papel importante na degradação do 

colágeno dérmico, uma proteína especial para assegurar a integridade dérmica devido 

a formação do sistema gel, que mantém as características dérmicas de uma pele 

jovem (LAN, 2019). 

 

Dímeros 
de ciclobutano pirimidina 

Fotoprodutos de 

pirimidina 6-4 pirimidona 
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Figura 8. Representação das camadas da pele e até onde cada tipo de radiação UV pode penetrar. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

(Fonte: KCIUK et al., 2020) 

 

Assim como a radiação UVB, os raios UVA também podem causar danos ao 

DNA diretamente, porém, isso acontece mais frequentemente através da formação de 

radicais livres ou de “intermediários reativos de oxigênio”, já que os raios UVA são 

mais eficientes em produzi-los. Na presença de oxigênio molecular, a radiação UVA 

leva à formação de ânions superóxido, óxido nítrico, radicais hidroxila e peróxido de 

hidrogênio, bem como produtos de peroxidação lipídica (principalmente de bicamadas 

lipídicas), como epóxido de colesterol. Os intermediários reativos de oxigênio oxidam 

resíduos de açúcar, causam quebras nas moléculas de DNA de fita simples e dupla e 

podem ativar proteínas por fosforilação, o que pode levar a formação de tumores. Uma 

das lesões mais conhecidas e estudadas, é a da purina guanina que sofre uma 

modificação oxidativa, 8-oxo-7,8-dihidroguanina (8-oxoG) (BERNARD; GALLO; 

KRUTMANN, 2019; DELINASIOS et al., 2018).  

Além disso, nos últimos anos têm-se observado que a exposição da melanina 

à radiação UVA pode desencadear a formação de DCPs por um processo de 

degradação, envolvendo estados eletrônicos excitados quimicamente gerados, onde 

a melanina degradada transfere sua energia para bases de DNA próximas, levando à 

formação de DCPs escuros (DELINASIOS et al., 2018; PORTILLO-ESNAOLA et al., 

2021; PREMI et al., 2015).  

Dessa forma, observa-se que os dois tipos de radiação ultravioleta podem 

causar, além de outros prejuízos, câncer de pele, que se divide em dois tipos, o 

melanoma e o não melanoma. O melanoma se caracteriza por ser um câncer mais 

agressivo, porém menos frequente (apenas 3% da população apresenta) que em 

2020, causou a morte de 1.923 pessoas. O não melanoma é um tipo de câncer de 
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pele mais frequente (176.930 casos em 2020), mas também o de menor mortalidade 

(2.653 mortes) e com melhor prognóstico (BRASIL, 2022). 

Diante disso, é essencial a utilização de medidas preventivas contra a radiação 

solar, principalmente porque no Brasil, os níveis de radiação ultravioleta são 

considerados elevados durante a maior parte do ano. Principalmente em regiões como 

Norte e Nordeste que não dispõem de estações do ano tão bem divididas e que por 

isso, recebem intensa luz solar durante todo ano, apresentando maiores doses 

cumulativas da radiação ultravioleta anualmente. No caso das regiões Sul e Sudeste, 

por apresentarem estações mais bem definidas, a intensidade da radiação varia 

bastante entre inverno e verão (SCHALKA et al., 2014). 

A intensidade da radiação ultravioleta é medida de acordo com o cálculo do 

índice ultravioleta (IUV), que detecta o nível máximo de radiação ultravioleta 

apresentado em determinado dia, para determinado local e é usado 

internacionalmente. Porém como as condições meteorológicas e geográficas podem 

influenciar o nível de radiação que chega ao solo, esse índice leva em consideração 

condições de céu claro, sem nuvens. A escala do IUV considera valores entre 1 e 11+, 

onde 1 seria uma intensidade de baixa radiação ultravioleta e 11+ seria uma 

intensidade extrema de radiação UV Figura 9 (LATOSIŃSKA; LATOSIŃSKA, 2017; 

LIU-SMITH; ZIOGAS, 2020; OMS, 2022). No Brasil, é visto que esse índice é 

considerado extremo em boa parte do ano (SCHALKA et al., 2014). 

 

Figura 9. Índice Ultravioleta. 

 

(Fonte: OMS, 2022) 

 

Por isso, a utilização de protetores solares diariamente é de extrema 

importância tanto para prevenir o aparecimento de envelhecimento acelerado, quanto 

para prevenir o câncer, já que os efeitos do sol são cumulativos e muitas vezes o 

aparecimento de doenças só acontecem de 20 a 30 anos depois (DEO et al., 2017; 

LIU-SMITH; ZIOGAS, 2020). Nesse contexto, utilização de produtos de origem natural 

vem sendo bastante investigada, pois eles têm demonstrado ser uma alternativa viável 
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até para potencializar a proteção de filtros sintéticos (BHATTACHARYA; SHERJE, 

2020; CHIARI-ANDRÉO et al., 2020). 

2.5. Radicais livres e antioxidantes 

Radicais livres são definidos quimicamente como sendo espécies (átomos ou 

moléculas) com elétrons desemparelhados na sua camada eletrônica mais externa, o 

que causa uma alta reatividade na estrutura química, em alguns casos, essa 

reatividade é tão grande, que impossibilita mensurar o tempo de vida dessa estrutura. 

Porém, hoje em dia sabe-se que existem várias moléculas que não apresentam 

elétrons desemparelhados, mas ainda assim, possuem reatividade comparável à de 

um radical livre propriamente dito. Por isso, considera-se o termo “espécies reativas” 

mais abrangente, sendo utilizando tanto para espécies radicalares quanto para 

aquelas não radicalares. De maneira mais detalhada, essas moléculas altamente 

reativas são chamadas de: espécies reativas de oxigênio (EROs) e espécies reativas 

de nitrogênio (ERNs), quando da presença do oxigênio ou nitrogênio (DI MEO; 

VENDITTI, 2020). 

As principais espécies reativas de oxigênio e nitrogênio em sistemas biológicos 

são: peróxido de hidrogênio (H2O2), ácido hipocloroso (HOCl), ânion superóxido (O2
·-

), radicais hidroxila (OH·), radicais peroxila (ROO·), óxido nítrico (NO) e peroxinitrito 

(ONOO-) (JAMSHIDI-KIA et al., 2020). A presença dessas espécies reativas dentro 

do organismo é comum e fazem parte do metabolismo (ex.: cadeia transportadora de 

elétrons). De fato, elas estão envolvidas em diversos processos celulares, como por 

exemplo, em caso de infecções, a produção do NO por células do sistema imune é 

uma das formas de proteger o organismo contra determinados patógenos. O NO 

também é uma das principais formas de relaxamento de musculatura lisa dependente 

de endotélio e ele é necessário até mesmo como neurotransmissor (KHAZAN; 

HDAYATI, 2014). Outro exemplo é o OH· que estimula a ativação da ciclase de guanilil 

para a formação de GMPc, um segundo mensageiro que desencadeia importantes 

vias de sinalização, etc (IFEANYI, 2018). 

Assim, é possível entender que os radicais livres e espécies reativas tem sua 

importância no meio biológico. Todavia, quando existe um desbalanço entre a 

produção de espécies reativas e a capacidade do organismo de neutralizá-las, 

diversos problemas podem ocorrer. Esse excesso de EROs e/ou ENRs é mais 

comumente chamado de estresse oxidativo (SHARMA; GUPTA; SHARMA, 2018).  
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Ele está associado ao desenvolvimento ou agravo de diversas patologias e 

síndromes, como a diabetes (AL-RIMAWI et al., 2020; CHEN et al., 2008; DIANO; 

HORVATH, 2010), doenças neurodegenerativas como Alzheimer (PEÑA-BAUTISTA 

et al., 2019), osteoartrite pós traumática (HINES et al., 2022), envelhecimento, câncer, 

entre outros. Isso acontece, porque devido à instabilidade química, as espécies 

reativas reagem com diversas estruturas biológicas, como lipídeos, proteínas, 

açúcares, DNA, etc (SHARMA; GUPTA; SHARMA, 2018). 

Na pele, como já comentado, as duas maiores consequências do estresse 

oxidativo é o envelhecimento precoce e o câncer de pele. O acúmulo de espécies 

reativas induzidas por radiação UV, eventualmente, pode levar à produção de NO, 

inflamação da pele e formação de rugas. Um dos efeitos que leva a formação de rugas 

e ao envelhecimento é a ativação das vias de sinalização do fator nuclear- κB (NF-

κB), com sua consequente ativação e a via das proteínas quinases ativadas por 

mitógeno (MAPKs) que culmina na ativação de proteína ativadora tipo 1 (AP-1). Como 

consequência, isso aumenta o nível de (fator de necrose tumoral alfa) TNF-α e a 

expressão de MMPs, que induzem a degradação da matriz extracelular 

(principalmente do colágeno) e envelhecimento cutâneo acelerado. Após sinais de 

indução de senescência, as enzimas serina-treonina quinase (ATM) e ATR serina-

treonina quinase (ATR) bloqueiam a degradação autofágica dependente de p62 de 

GATA4, contribuindo para a ativação de NF-κB e indução do fenótipo secretor 

associado a senescência (SASP) (WANG et al., 2019), Figura 10. 
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Figura 10. Esquema de ações causadas pelas EROs induzidas por radiação UV na pele. 

 

(Fonte: SHIN et al., 2019) 

 

Dessa forma, a utilização de antioxidantes para combater o estresse oxidativo 

promovido pela radiação UV é de vital importância para prevenção de 

fotoenvelhecimento e câncer de pele. Os antioxidantes podem combater os radicais 

livres de diversas maneiras, entre elas, eles podem agir através da eliminação de 

EROs, suprimir o processo de oxidação e proteger o dano ao DNA (IFEANYI, 2018; 

JESUMANI et al., 2020). Para ser considerado um antioxidante, ele precisa ser um 

forte doador de elétrons, mas ao final do processo é desejável que ele seja regenerado 

ou substituído. Isso é possível devido as características específicas da sua estrutura 

química que apresenta duplas ligações conjugadas e ressonâncias, então mesmo 

oxidado, eles se mantêm estáveis e pouco reativos (LUSHCHAK, 2014; NIMSE; PAL, 

2015). 

Os antioxidantes podem ser classificados principalmente de três formas: de 

acordo com sua natureza (enzimático e não enzimático), de acordo com sua fonte 

(endógena, da dieta ou exógena e proteínas de ligação a metais) e de acordo com 

seu mecanismo de ação (JAMSHIDI-KIA et al., 2020), Quadro 1. 
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Quadro 1. Classificação dos antioxidantes de acordo com sua natureza, fonte e mecanismo de ação. 

Classificação dos antioxidantes 

De acordo com a natureza De acordo com a fonte 

De acordo com o 

mecanismo de 

ação 

Enzimático Não enzimático Endógenos Da dieta 

Proteínas de 

ligação a 

metais 

Sistemas 

catalíticos para 

neutralizar ou 

desviar EROs (ex: 

SOD, CAT, GPx) 

Superóxido 

dismutase 

(SOD) 

Nutrientes Metabólicos 
Glutationa 

(GSH) 

Vitamina E e 

C 

Albumina 

(cobre) 

A 

ligação/inativação 

de íons metálicos 

impedem a 

produção de 

EROs (ex: 

ferritina e 

catequinas 

Glutationa 

peroxidase 

(GPx) 

Vitamina E e 

C 

Glutationa 

(GSH) 

Ácido 

lipoico 
Carotenoides 

Ceruplasmina 

(Cobre) 

Antioxidantes 

“auto-suicidas” e 

de quebra de 

cadeia que 

eliminam EROs 

(ex: Vit. C e E e 

flavonoides) 

Catalase 

(CAT) 
Carotenoides Ácido lipoico 

Ácido 

Úrico 

Flavonoides 

 

Ferritina 

(ferro) 

Extinguindo 

EROs, servindo 

como armadilha 

química para 

absorver energia 

(ex: carotenoides 

e antocianidinas) 

Glutationa 

redutase 

(GR) 

Flavonoides 

 
L-arginina 

Enzimas 

(SOD e 

CAT) 

Ômega 3 e 6 
Mioglobina 

(Ferro) 
 

 Ômega 3 e 6 Transferrina     

(Fonte: JAMSHIDI-KIA et al., 2020) 

 

Os principais antioxidantes enzimáticos são a enzima superóxido dismutase 

(SOD), catalase (CAT) e a glutationa peroxidase. Eles são a primeira linha de defesa 

contra espécies reativas e sua função é inibir o acúmulo delas, porém, quando eles 

não conseguem prevenir o acúmulo dessas espécies, é necessário lançar mão de 

antioxidantes exógenos para balancear a produção de radicais livres existentes 

(SHARMA; GUPTA; SHARMA, 2018). 

Os antioxidantes exógenos são capazes de agir diretamente neutralizando 

radicais livres ou através da regeneração das defesas antioxidantes endógenas. 
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Muitos deles vêm da dieta, mas também podem ser usados topicamente, a exemplo 

disso, têm-se o ácido retinóico, que atua topicamente diminuindo os níveis de MMPs, 

aumenta a produção de colágeno, reorganiza as fibras de elastina, entre outras ações. 

O ácido ascórbico também é bastante utilizado topicamente e, seu mecanismo de 

ação tem por base a redução das espécies reativas de oxigênio, age como cofator 

para a produção de pro-colágeno e elastina e aumenta a espessura dérmica (SHIN et 

al., 2019). Diversos outros também são utilizados, como vitamina E, resveratrol, 

quercetina, ácido glicirrízico, etc (MCDANIEL; FARRIS; VALACCHI, 2018). 

Outros compostos que podem agir como antioxidantes são os compostos 

fenólicos naturais, especialmente flavonoides e ácidos fenólicos e, por isso, extratos 

com alto teor desses compostos podem ter boa ação antioxidante e merecem atenção 

(DUQUE; BRAVO; OSORIO, 2017; EL AANACHI et al., 2020; JESUMANI et al., 2020). 

 

2.6. Compostos fenólicos  

Os polifenóis são uma classe de metabólitos secundários amplamente 

distribuídos em plantas, já que são importantes para o desenvolvimento morfológico, 

processos fisiológicos, reprodução dos vegetais, bem como defesa contra patógenos, 

sendo identificados mais de 8 mil compostos. Biossinteticamente, eles são produzidos 

através da via chiquimato e dos fenilpropanoides, diferindo entre si por sua estrutura, 

comportamento químico e características fisicoquímicas. Quimicamente, os 

compostos fenólicos são estruturas que apresentam pelo menos um anel aromático 

com hidroxilas ligadas diretamente a ele (ALMEIDA; DOS SANTOS; VENTURA, 2018; 

DZIAŁO et al., 2016). 

Eles são conhecidos principalmente pelas várias atividades biológicas que 

apresentam, resultantes do padrão e grau de substituição de cada um. Várias classes 

de metabólitos secundários pertencem aos compostos fenólicos, são eles: 

flavonoides, estilbenos, taninos, cumarinas, lignanas e ácidos fenólicos, Figura 11 

(ALMEIDA; DOS SANTOS; VENTURA, 2018; DZIAŁO et al., 2016; SIRACUSA; 

RUBERTO, 2019; VIDOVIĆ; MORINA; JOVANOVIĆ, 2017). Suas atividades 

biológicas são diversas, tais como: antimicrobianos, antitumorais, anti-inflamatórios, 

antivirais, anticoagulantes, tratamento para doença de Alzheimer, contra doenças de 

pele, doenças neurodegenerativas, doenças cardiovasculares, obesidade, 

antioxidante, fotoprotetora, entre outras (ALMEIDA; DOS SANTOS; VENTURA, 2018; 
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BALLISTRERI et al., 2019; CHEDEA; POP, 2019; CHOJNACKA et al., 2021; CORY 

et al., 2018; RANA et al., 2022). 

 

Figura 11. Tipos de metabólitos secundários caracterizados como polifenóis. 

 

(Fonte: ALMEIDA; DOS SANTOS; VENTURA, 2018) 

 

Dessa forma, é possível observar o grande potencial dos polifenóis para a 

saúde humana. Dentro do contexto dos cosméticos e fotoproteção, os polifenóis são 

a principal classe de compostos naturais de interesse, devido às suas características 

estruturais que permitem dissipar a energia da radiação UV que incide sob a pele 

eficientemente (HU et al., 2017). Além disso, por apresentarem boa atividade 

antioxidante, o interesse por essas moléculas naturais vem crescendo bastante, por 

causa de sua baixa toxicidade em relação aos antioxidantes sintéticos (RADICE et al., 

2016; SAEWAN; JIMTAISONG, 2015; TORRES; LUK; LIM, 2020). 

Em certas situações, quando a radiação solar é muito intensa no ambiente em 

que a planta está inserida, a produção de compostos fenólicos é estimulada para que 

eles filtrem dos raios UV. Dessa forma, vários estudos mostram o potencial 

fotoprotetor dos polifenóis, em especial dos flavonoides e dos ácidos fenólicos (RANA 

et al., 2022; VIDOVIĆ; MORINA; JOVANOVIĆ, 2017), que demonstram forte absorção 

no ultravioleta apresentando fatores de proteção solar (FPS) de 7 a 29 (CHERUBIM 

et al., 2020). 
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Assim, eles conseguem proteger a pele contra a radiação UV de forma direta e 

de forma indireta, que está atrelada a sua estrutura química e substituintes hidroxila. 

Como antioxidantes, existem diversas formas pelas quais eles podem agir, como: 

inibição da formação de (EROs) ou sequestro de radicais livres, (ex.: oxigênio 

singleto), redução de íons metálicos quelados (os quais funcionam como catalisadores 

das reações de formação de EROs), impedindo a cascata de peroxidação lipídica 

ocasionada pelos radicais livres (DZIAŁO et al., 2016), proteção dos antioxidantes 

lipídicos da superfície da pele, como alfa-tocoferol, coenzima Q10 e esqualeno (ação 

de resgate antioxidante), induzindo sistemas antioxidantes endógenos em 

queratinócitos e fibroblastos, entre outros (KOSTYUK et al., 2018). 

Na pele, devido a essa agressão causada pela radiação UV, processos 

inflamatórios são desencadeados, consequentemente aumentando a produção de 

radicais livres. Assim, ao agir como antioxidantes, os compostos fenólicos, agem 

indiretamente, também como anti-inflamatórios. Além da ativação de AP-1 e NF-κB, 

na inflamação, a via da fosfolipase A2 (PLA2) também é ativada e, posteriormente, 

através da atuação das ciclooxigenases (COXs), mais substâncias pró inflamatórias 

são produzidas, como as prostaglandinas. Porém, os polifenóis parecem ser capazes 

de inibir as reações das duas enzimas, principalmente devido à interrupção da ligação 

do substrato à enzima pela ruptura do sistema de ligação de hidrogênio ou devido a 

íons de quelação no centro ativo da enzima (DZIAŁO et al., 2016).  

Eles são capazes ainda de manter a homogeneidade da pele e uma aparência 

adequada e saudável devido à renovação eficaz das células cutâneas, estimulação 

de elastina e colágeno e inibição da síntese excessiva de melanina (DZIAŁO et al., 

2016). 

À exemplo de extratos vegetais com atividade fotoprotetora, temos o extrato de 

chá verde (Camellia sinensis), que é um dos mais estudados para esse fim. Esse 

extrato apresenta como principais compostos, as catequinas, a epigalocatequina 

(EGC), a epicatequina (EC), epicatequina-3-galato (ECG) e a epigalocatequina-3-

galato (EGCG), que é o composto majoritário, correspondendo a cerca de 70% das 

catequinas presentes. Os estudos mostram que a EGCG como antioxidante é capaz 

de atuar como sequestradora de radicais livres e de inibir a fosforilação mediada por 

estresse oxidativo induzida por UVB do receptor do fator de crescimento epidérmico 

e das vias de sinalização de proteínas quinases ativadas por mitógeno (MAPK), bem 
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como inibir as atividades de ligação dos fatores de transcrição nuclear NF-kB e AP-1, 

entre outras ações (HU et al., 2017).  

Entretanto, o extrato de chá verde também atua como fotoprotetor diretamente, 

através do reparo dos danos causados ao DNA, já que ele impede a formação dos 

dímeros de pirimidina (HU et al., 2017; TORRES; LUK; LIM, 2020). 

Outros extratos ricos em polifenóis também são estudados e demonstram seu 

potencial fotoprotetor, como por exemplo, do extrato Polypodium leucotomos, que foi 

o primeiro fotoprotetor oral já produzido. O extrato de Romã (Punica granatum), com 

os principais componentes sendo antocianinas, catequinas e taninos. O resveratrol 

através das sementes e casca de uva e vinho tinto, a curcumina, derivado de Curcuma 

longa, bem como o isoflavonoide silimarina derivado da espécie Sylibum marianum, 

todos com atividades antioxidantes, anti-inflamatórias e fotoprotetora direta seja pela 

filtração de raios UV ou pela proteção ao DNA celular (KOSTYUK et al., 2018; 

TORRES; LUK; LIM, 2020). 

Dessa forma, o estudo de extratos naturais ricos em polifenóis na área da 

fotoproteção se tornou tendência mundial e têm demonstrado resultados bastante 

relevantes. 

2.7. Ácido Rosmarínico 

O AR é um ácido fenólico proveniente da via dos fenilpropanoides, 

caracterizado por ser um éster derivado do ácido cafeico e do ácido 3,4-

dihidroxifenilacético (AMOAH et al., 2016), Figura 12. Ele está presente em diversas 

espécies vegetais, inclusive na família Lamiaceae, além de ser um dos compostos 

majoritários das espécies do gênero Mentha (PARK et al., 2019). 

 

Figura 12. Estrutura química do ácido rosmarínico. 

 

 

Esse composto bastante conhecido apresenta uma vasta literatura a seu 

respeito e sobre suas potenciais atividades biológicas, assim como também espécies 
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vegetais que apresentam o AR como marcador. Dessa forma testes clínicos feitos 

com as espécies Echium amoenum, Vaccinium myrtillus, Origanum vulgare e Mentha 

spicata demonstraram significativa atividade anti-inflamatória e antioxidante. Isto 

também é corroborado por testes clínicos, in vitro e in vivo com o AR isolado, que 

sugerem forte atividade anti-inflamatória e antioxidante, sendo capaz de atuar através 

da inibição das enzimas lipooxigenase (LOX) e ciclooxigenase (COX), inibir a fixação 

do complemento, atuar na via do TNF-α, entre outras ações (AMOAH et al., 2016; 

LUO et al., 2020; SINGH et al., 2020). Além disso, estudos também sugerem a 

capacidade desse ácido fenólico agir como antiviral, antibiótico e antitumoral 

(CÂNDIDO et al., 2022). 

Portanto, devido a essas características e atividades biológicas, o ácido 

rosmarínico têm-se demonstrado um composto promissor na área da fotoproteção. No 

estudo feito por CÂNDIDO et al., 2022, foi observado que a adição de AR, em uma 

formulação fotoprotetora feita com octil-p-metoxicinamato e em outra feita com 

bemotrizinol, provocou o aumento significativo tanto do FPS, quanto da atividade 

antioxidante in vitro das formulações. Em outro estudo, realizado por HUERTA-

MADROÑAL et al., 2021, onde foi desenvolvido um polímero de quitosana com 

conjugado de ácido rosmarínico, observou-se que além da melhora nas atividades 

antioxidante, antibacteriana e anti-inflamatória, também foi vista a atenuação 

significativa dos danos causados por radiação UVB e EROs em fibroblastos e 

queratinócitos. 

Já em outro estudo, GALICKA; SUTKOWSKA-SKOLIMOWSKA, 2021, foi 

visto que o AR reduziu significativamente as alterações causadas pelo filtro solar 

químico benzofenona-3 que tem uma alta penetração cutânea. Além disso, 

estudos como o de PÉREZ-SÁNCHEZ et al., 2014 utilizando o suplemento 

(NutroxSun®) a base de extrato de Rosmarinus offinales (rica em AR) e de Citrus 

paradisii também sugerem que mesmo a ingestão oral (250 mg por dia) desse tipo 

de suplemento, é capaz de promover efeito de proteção solar, principalmente 

através da redução da produção de radicais livres.  

Dessa forma, o ácido rosmarínico apresenta grande potencial para sua 

utilização em formulações fotoprotetoras. 
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2.8. Fotoproteção e produtos naturais 

A fotoproteção pode ser definida como um conjunto de medidas tomadas a fim 

de reduzir o tempo de exposição da pele à radiação ultravioleta. Essas medidas vão 

desde a procura por lugares com sombra para se proteger do sol, uso de roupas de 

proteção solar, óculos de sol até a utilização de protetores solares, que, já 

demonstraram ser capazes de prevenir o câncer de pele e lesões precursoras, quando 

usados corretamente (ALMUTAWA et al., 2013; FRIEDMAN; LIM; WANG, 2016; 

HIBLER; DUSZA; WANG, 2016; MURPHY; RALPH, 2016). 

Os filtros solares são preparações tópicas que tem a função de proteger a pele 

contra os raios UV. Por isso é necessário que eles protejam de maneira uniforme a 

pele em toda a extensão da radiação ultravioleta (280 – 400 nm), propriedade 

conhecida como “homeostase espectral”, indicando que os raios UVA e UVB são 

atenuados de maneira uniforme (CATELAN et al., 2019; MANCEBO; HU; WANG, 

2014; NASH; TANNER, 2016). Dessa forma, os filtros solares podem ser divididos em 

três categorias: filtros UVB, filtros UVA e filtros de amplo espectro (SHAATH, 2016). 

Os filtros  UVB são aqueles que absorvem a radiação UV na faixa entre 

280-320 nm filtrando ou atenuando apenas os raios UVB. Os filtros UVA são aqueles 

que tem a capacidade de absorver a radiação UV na faixa de comprimento de onda 

de 320-400 nm, sendo capazes de proteger a pele contra apenas a radiação UVA. Já 

os filtros de amplo espectro são capazes de absorver a radiação UV por todo seu 

espectro, 280 – 400 nm, e dessa forma, proteger de maneira mais eficiente a pele 

(NUNES et al., 2018a; SHAATH, 2016; YEAGER; LIM, 2019). 

Outra forma de classificar os filtros solares é de acordo com seu mecanismo de 

ação, então, eles podem ser filtros inorgânicos (físicos) ou orgânicos (químicos). Os 

filtros inorgânicos protegem a pele refletindo, dispersando ou até absorvendo os raios 

solares incidentes na pele, formando uma barreira física que não permite a passagem 

da radiação (porém, é importante ressaltar que isso não ocorre com 100% de eficácia). 

Já os filtros orgânicos atuam de forma a absorver os raios UV incidentes no lugar a 

pele, convertendo a energia absorvida em calor ou fosforescência e para 

comprimentos de onda maiores que 400 nm. O que acontece é que quando uma 

molécula absorve um fóton UV, os elétrons em seu orbital molecular mais alto ocupado 

(HOMO) são promovidos ao seu orbital molecular desocupado mais baixo (LUMO) e 

eles quando voltam para o seu estado inicial, liberam a energia absorvida em forma 
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de calor, fosforescência ou sofrendo reações fotoquímicas (CATELAN et al., 2019; 

NASH; TANNER, 2016; NUNES et al., 2018a; SHAATH, 2016). 

Enquanto que os filtros inorgânicos são representados apenas pelo óxido de 

zinco (ZnO) e o dióxido de titânio (TiO2), os filtros orgânicos são representados por 

uma gama de substâncias com capacidade de absorver a radiação UV. No Brasil, os 

filtros solares são considerados cosméticos e é permitida a utilização de 34 filtros, 

sendo 2 deles físicos (ZnO e TiO2) e 32 químicos. A concentração máxima que pode 

ser utilizada em cada formulação vai depender de qual filtro em particular está sendo 

usado, mas, para filtros químicos, a maior porcentagem descrita na resolução é 

daqueles que podem ser usados até 15%, enquanto que os físicos podem ser 

utilizados até 25% (BRASIL, 2022). Ainda segundo a BRASIL, 2022, a proteção UVB 

é definida a partir da determinação do Fator de Proteção Solar (FPS) que deve ser de 

no mínimo 6 (in vivo) e, a proteção UVA é dada pelo Fator de Proteção UVA (FPUVA), 

que deve ser de no mínimo um terço do FPS e pode ser determinado por diferentes 

metodologias, inclusive in vitro. 

Atualmente, a maioria dos protetores solares aposta na utilização tanto de filtros 

orgânicos quanto inorgânicos para garantir uma maior eficiência na proteção da pele. 

Da parte dos filtros físicos, tanto o ZnO quanto o TiO2 são bastante utilizados e dos 

filtros químicos, embora muitos sejam usados, uns dos mais comuns são o 

metoxicinamato de etilhexila, a avobenzona, homossalato, oxibenzona, octocrileno, 

derivados de cinamatos, entre outros (DALY; OUYANG; MAITRA, 2016; YAMADA; 

MOHAMMED; PROW, 2020). 

O uso consistente de formulações fotoprotetoras pode retardar ou prevenir 

temporariamente o desenvolvimento de fotoenvelhecimento e fotocarcinogênese 

(YAMADA; MOHAMMED; PROW, 2020). Porém, mesmo com tantos filtros solares já 

no mercado, alguns problemas são encontrados na sua utilização. A Avobenzona, por 

exemplo, que é um filtro UVA bastante eficiente e muito utilizado hoje em dia, tem 

grandes problemas de fotoestabilidade (SHAATH, 2016). 

Quando um filtro solar absorve a radiação UV incidente, reações fotoquímicas 

podem acontecer, comprometendo tanto os atributos físicos dos filtros UV (cor, 

aparência, etc.) quanto suas propriedades químicas levando a reações e subprodutos 

indesejáveis. É justamente isso que acontece com vários filtros químicos, que não 

possuem boa fotoestabilidade, como por exemplo, a avobenzona. Em sua forma enol, 
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ela exibe uma excelente absorção de UVA a 357 nm, mas em sua forma diketo, sua 

absorção é na região UVC e, portanto, é ineficaz como filtro UVA ou UVB, Figura 13 

(SHAATH, 2016). 

 

Figura 13. O tautomerismo enol-ceto da avobenzona. 

 

(Fonte: SHAATH, 2016) 

 

Outro problema existente é a possível penetração dos filtros solares na pele, 

chegando à corrente sistêmica e causando efeitos indesejados na própria pele ou em 

outros órgãos. Estudos mostram, por exemplo que, a benzofenona-3 (filtro UVB), é 

capaz de penetrar facilmente nas camadas cutâneas, atingir a circulação sistêmica e 

lá pode interagir com a albumina, deslocando fármacos ligados a ela e outras 

substâncias, como hormônios sexuais e tireoidianos, podendo levar a disfunções 

hormonais, bem como também é capaz de atravessar a barreira hematoencefálica e 

atingir o sistema nervoso central (GHAZIPURA et al., 2017; KIM; CHOI, 2014; WNUK 

et al., 2022). 

Problemas também foram reportados quanto aos filtros físicos devido ao 

tamanho de partícula, que por serem maiores, deixava a apresentação cosmética 

mais esbranquiçada, o que não o tornava adequado para os padrões estéticos dos 

usuários que queriam utilizar um protetor mais imperceptível. Dessa forma, a 

utilização das nanopartículas começou a ser feita no intuito de sanar esse problema, 

deixando o protetor mais transparente. Porém, com a diminuição do tamanho de 

partícula outros problemas começaram a aparecer, como a penetração do TiO2 no 

estrato córneo podendo se acumular nesta camada, levando ao estresse oxidativo, 

bem como danos ao DNA (YAMADA; MOHAMMED; PROW, 2020). 

Além disso, estudos também têm mostrado que alguns filtros solares, como a 

oxibenzona podem ser responsáveis pelo branqueamento de recifes de corais e 

outros (octocrileno, 4-metilbenzilideno camphor e metoxicinamato de etilhexila) 

também têm sido encontrados em peixes, podendo trazer problemas a cadeia 
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alimentar (SCHNEIDER; LIM, 2019). Estudos têm sugerido inclusive que o 

metoxicinamato de etilhexila pode causar danos aos animais marinhos de diferentes 

formas (SILVA et al., 2022). 

Dentro desse contexto, a utilização de compostos naturais tem se mostrado de 

grande interesse na área da fotoproteção, por apresentar vantagens em relação aos 

filtros sintéticos, onde pode-se destacar sua atividade fotoprotetora, antioxidante, anti-

inflamatória, formadora de filme para evitar a perda de água trans epidérmica, 

incentivo a indústria da química verde, além da possibilidade de associação com filtros 

sintéticos, permitindo a diminuição da concentração deles nas formulações e melhoria 

da fotoestabilidade, o que acarreta uma maior segurança na utilização dos produtos 

(BESSADA, 2018; MOROCHO‐JÁCOME et al., 2020; MOTA et al., 2019; SAEWAN; 

JIMTAISONG, 2015). 

Além dos extratos de chá verde, romã e Polypodium leucotomus já citados 

anteriormente e muito estudados, outros trabalhos também mostram o potencial de 

vários outros extratos ricos em polifenóis. No estudo, in vitro, feito por NUNES et al., 

2018b, as espécies Lippia microphylla e Dimorphandra gardneriana demonstram alto 

potencial antioxidante, com atividades comparáveis a da quercetina, bem como 

também apresentaram FPS igual a 26,82 e 20,12 respectivamente, sem a adição de 

filtros sintéticos, mostrando como produtos naturais podem ser multifuncionais. 

Recentemente, polifenóis extraídos do café (Coffea arabica) foram avaliados e 

os resultados evidenciaram os efeitos anti rugas do ácido clorogênico, pirocatecol, e 

do ácido 3,4,5-tricaffeoil quínico contra células de fibroblasto de camundongo 

estimuladas por UV-B, através dos níveis de expressão de metaloproteinases de 

matriz (MMP-1, 3 e 9) e do pro-colágeno tipo 1. Nesse estudo, o ácido clorogênico foi 

capaz de suprimir de forma efetiva a expressão dos três tipos de metaloproteinases e 

aumentou a produção de procolágeno, diminuindo a inflamação, consequentemente 

o envelhecimento precoce, bem como a formação de rugas. Ele também apresentou 

bom FPS e efeito protetor de DNA in vitro, além de boa atividade antioxidante 

(BESSADA, 2018). 

No estudo, in vitro, realizado por (MOTA et al., 2020), foi evidenciado que a 

associação entre o extrato de Nephelium lappaceum aumentou em 134% o FPS da 

formulação desenvolvida com 7,5% de filtro metoxicinamato de etilhexila, podendo 

levar redução de filtros sintéticos na formulação em até 64%, mantendo um FPS = 

26,3, o que contribuiu para a redução da possível toxicidade atrelada ao 
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metoxicinamato de etilhexila, ao passo que também reduziu o custo da produção do 

protetor solar em 45%. 

Outros estudos com extratos vegetais e polifenóis isolados de plantas podem 

ser observados na Quadro 2, corroborando com a tendência mundial de utilizar 

produtos naturais no desenvolvimento de protetores solares.  

 

Quadro 2. Estudos da literatura sobre fotoproteção com produtos naturais. 

 Estudos de fotoproteção  

Planta Constituinte Atividade Autores 

Olea europaea 

(extrato das folhas) 

Oleuropeina e 

outros polifenóis 

FPS = 56, 

antioxidante, 

antimutagênico  

DA SILVA et 

al., 2019 

- 

Catequina, 

quercetina, 

diosmetina, 

antocianidinas, 

daidzeína, 

genisteína 

Antienvelhecimento, 

antioxidante, 

atividade 

fotoprotetora, 

redução de 

melasma 

ANUNCIATO; 

DA ROCHA 

FILHO, 2012; 

SAEWAN; 

JIMTAISONG

, 2015 

Angelica 

archangelica 

(extrato da raíz) 

Ácido 

clorogênico 

Inibição da 

sinalização MAPK, 

inibição da ativação 

de AP-1, 

ativação de TGF-β, 

inibição de MMP-1 e 

3 

SUN et al., 

2016 

Foeniculum vulgare 

(extrato das 

sementes) 

Ácido 

clorogênico, 

ácido ferúlico, 

rutina 

Redução da 

produção de ROS, 

aumento da síntese 

de enzimas 

antioxidantes, 

modulação da 

resposta 

inflamatória, 

SUN et al., 

2016b 
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proteção contra a 

degradação da 

MEC, aumento da 

produção de 

colágeno tipo I 

Malaxis acuminata 

(extrato das folhas) 
Polifenóis 

FPS = 27,64 

Atividade anti-

inflamatória e 

antienvelhecimento 

BOSE et al., 

2017 

Cocos nucifera 

(extrato etanólico 

de fibra de casca 

de coco 

da variedade anã 

amarela) 

Quercetina, 

catequina, 

epicatequina, 

ácidos vanílico, 

cafeico, 4-

hidroxibenzóico 

e clorogênico 

FPS = 15,94 e 

promissora 

atividade 

antiglicação,  

OLIVEIRA et 

al., 2021 

(Fonte: Gomes, 2022) 

 

2.9. Sazonalidade 

Vários fatores ambientais podem afetar as plantas, como o solo, poluição, luz, 

níveis de estresse hídrico, espécies vizinhas e predadores, condições ambientais e 

climáticas, bem como a sazonalidade, que em muitos casos pode influenciar 

diretamente na produção de metabólitos secundários do vegetal, a fim de produzir 

aqueles que podem proporcionar uma melhor adaptação ambiental para a espécie, 

Figura 14 (LIEBELT; JORDAN; DOHERTY, 2019; MILLER et al., 2019; MWAMATOPE 

et al., 2021). 

Essa variação no conteúdo de compostos pode ser tanto no tipo de metabólito 

produzido quanto na sua concentração, o que pode afetar radicalmente a forma de 

interação vegetal – ambiente, podendo alterar a potência ou até a toxicidade da planta. 

Além disso, considerando plantas medicinais utilizadas na forma de chás, até o gosto 

pode sofrer alteração, devido às diferentes estações e seus fenômenos. Dessa forma, 

entender as alterações ocorridas diante de fatores como a sazonalidade pode 
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impactar diretamente no melhoramento e na produção agrícola de espécies de alto 

valor comercial (LIEBELT; JORDAN; DOHERTY, 2019). 

 

Figura 14. Exemplos de fatores externos que influenciam a produção de metabólitos secundários pelas 
planas. 

 

(Fonte: LIEBELT; JORDAN; DOHERTY, 2019) 

 

Uma classe de metabólitos secundários que é bastante afetada pelas variações 

sazonais no decorrer do ano, são os óleos essenciais, vários estudos mostram as 

alterações sofridas na composição de várias espécies devido à sazonalidade (DE 

MACÊDO et al., 2020; FERRAZ et al., 2018; KANDPAL; JOSHI; JOSHI, 2020). No 

estudo feito por RATHORE et al., 2022, foi observado que o óleo essencial de 

Rosmarinus officinalis no Himalaia, tem um teor maior no outono, porém o óleo 

coletado na estação chuvosa apresentou o maior efeito antibacteriano contra S. 

aureus. Já no trabalho de ALSOHAILI, 2018, foi visto que a melhor época do ano para 

coletar o óleo essencial de Achillea fragrantissima é no final de junho, já que nesse 

período, o óleo apresenta sua maior atividade microbiana.  

Embora a maioria dos óleos essenciais sejam sensíveis às mudanças sazonais, 

outros metabólitos que também sofrem alterações em sua produção qualiquantitativa 

são os compostos fenólicos, que podem ter seus conteúdos modificados por fatores 

externos como a composição do solo, métodos de cultivo, níveis hídricos à que são 

expostos, fertilização mineral e temperatura ambiente (NENADIS et al., 2015; 
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PASSARI et al., 2019). Além disso, considerando que os efeitos de filtragem da 

atmosfera mudam à medida que a posição do sol no céu muda ao longo do dia e do 

ano, alterando a intensidade total da luz, deve-se ficar atento também a radiação UV, 

já que ela pode levar ao aumento de radicais livres também nas plantas (GOMES et 

al., 2019). 

Dentro desse contexto, muitos trabalhos vêm sendo realizados para entender 

melhor como as variações sazonais podem afetar a produção de polifenóis em cada 

espécie, já que essa resposta pode mudar dependendo do tipo de planta. No estudo 

de KUMARI et al., 2022, foi observado que os maiores teores de compostos fenólicos 

foram encontrados no verão, bem como as maiores atividades antioxidantes. 

Resultados do estudo de RIBEIRO et al., 2020 mostraram que os maiores teores de 

compostos fenólicos foram encontrados na estação seca, o que também influenciou 

na sua atividade antioxidante in vitro. Já no trabalho de (AOUSSAR et al., 2020), foi 

observado que o teor de polifenóis e melhores atividades antioxidantes encontradas 

foram no final do inverno e primavera.  

Dessa forma, compreender a influência que as variações sazonais apresentam 

na produção de metabólitos secundários pode melhorar as estratégias de seleção e 

melhoramento de plantas, aumentando a consistência da produção industrial e 

pesquisa fitoquímica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

51 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Objetivos 

_______________________________________________________________ 
__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ ___________________________________________________________________________________________________________________________________ _____________________________________________________________________________________________________________________________ ___________________________________________________________________________________________________________________________________ ____________________________

52 



3. Objetivos 

3.1. Objetivo geral 

Avaliar as variações sazonais na concentração de compostos fenólicos 

ocorridas durante todo o ano, observando a influência da radiação solar e precipitação 

nas atividades fotoprotetoras e antioxidante de Mentha x villosa, bem como otimizar a 

extração de polifenóis para potencializar essas mesmas atividades. 

3.2. Objetivos específicos 

 

● Determinar o teor de compostos fenólicos, flavonoides e ácido rosmarínico de 

acordo com a sazonalidade e no extrato otimizado 

● Realizar planejamento fatorial para otimização da extração de compostos 

fenólicos e ácido rosmarínico 

● Determinar perfil fitoquímico do extrato por CLAE-EMn 

● Determinar a atividade sequestradora de radicais DPPH e fator de proteção 

solar (FPS) de acordo com a sazonalidade e no extrato otimizado 

● Determinar a atividade sequestradora de radicais ABTS do extrato otimizado 

● Determinar o fator de proteção UVA (FPUVA) e comprimento de onda crítico 

do extrato otimizado 

● Realizar análise componentes principais (PCA) dos resultados 
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4. Metodologia 

 

● Métodos utilizados para o estudo sazonal de metabólitos secundários, 

atividade antioxidante e fotoprotetora da espécie Mentha x villosa 

4.1. Coleta do material e obtenção do Extrato Etanólico Bruto de 

Mentha x villosa de janeiro a dezembro  

500 g das partes aéreas de Mentha x villosa foram coletadas às 8h da manhã 

do dia 20 de todos os meses, de janeiro a dezembro de 2019. As coletas foram feitas 

no Horto do Instituto de Pesquisa em Fármacos e Medicamentos (IPeFarM) da 

Universidade Federal da Paraíba (UFPB), Campus I, município de João Pessoa-PB. 

O registro da espécie encontra-se no Herbário Prisco Bezerra, da Universidade 

Federal do Ceará, Fortaleza - CE sobre o nº 14.996. O material vegetal fresco foi 

triturado e posteriormente submetido à maceração com etanol a 95% por três dias 

consecutivos, sendo esse processo repetido por três vezes. Nessa etapa, foi utilizado 

3,5 L de etanol em todas as macerações. Após extração, a solução extrativa foi 

concentrada em rotaevaporador a temperatura de 40 °C obtendo-se os extratos 

etanólicos brutos (EEB). Após a evaporação do solvente foi calculada a quantidade 

de extrato obtida e elas podem ser observadas no Quadro 3. 

 

Quadro 3. Relação da quantidade de extrato obtida em cada mês. 

Mês Quantidade (g) 

Janeiro 11,34 

Fevereiro 11,57 

Março 11,84 

Abril 12,74 

Maio 11,54 

Junho 1,67 

Julho 14,05 

Agosto 15,19 

Setembro 12,58 

Outubro 15,97 

Novembro 15,57 

Dezembro 12,59 
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4.2. Estudo de sazonalidade de Mentha x villosa 

O estudo sazonal de M. x villosa buscou avaliar as variações químicas na 

composição das partes aéreas da espécie em estudo, para inferir as características 

temporais dos compostos fenólicos e do marcador químico, observando o 

comportamento do FPS e ação antioxidante, assim possibilitando a geração de 

informações necessárias para incremento do seu cultivo. Foram preparados extratos 

etanólicos brutos coletados em todos os meses do ano de modo que os teores de 

metabólitos secundários foram avaliados ao longo do ano de 2019 inteiro. Para a 

avaliação dos compostos fenólicos foram verificadas as oscilações de teor de 

fenólicos e flavonoides totais e do marcador ácido rosmarínico. 

Para a quantificação do marcador foi utilizada a metodologia analítica 

desenvolvida e validada por GOMES, 2018 empregando a cromatografia líquida de 

alta eficiência acoplada a detector UV-DAD. Além disso, foram avaliados os fatores 

de proteção solar e atividade antioxidante de cada extrato para se observar a 

influência dos compostos fenólicos e ácido rosmarínico nelas. Parâmetros como 

índice pluviométrico e radiação solar foram coletados no site do Instituto Nacional de 

Meteorologia (https://portal.inmet.gov.br/) para observar sua possível interferência na 

produção dos metabólitos secundários. 

 

4.3. Quantificação do teor de AR nos extratos 

A quantificação do AR foi feita através da construção de uma curva de 

calibração com padrão (96%, obtido da Sigma Aldrich) onde foram utilizadas 

concentrações de 5,6; 11,25; 22,5; 45 e 90 µg/mL. As amostras de cada mês foram 

preparadas em triplicata, na concentração de 1 mg/mL e injetadas no cromatógrafo 

líquido em sequência. As condições cromatográficas utilizadas podem ser observadas 

no Quadro 4. 

Foi utilizado um sistema de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) da 

Shimadzu (Prominence) equipado com módulo de bombeamento de solvente 

quaternário LC-20AT, auto injetor SIL-20A HT, um sistema de degaseificação DGU-

20A5R, forno de coluna CTO-20A, detector SPD-M20A diode array e controlador 

CBM-20A. A coluna utilizada foi Kromasil® C18 (250 mm x 4.6 mm d.i. preenchido 

com partículas 5 μm), com pré-coluna SecurityGuard Gemini® C18 (4 mm x 3.0 mm 
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d.i. preenchido com partículas 5 μm). O software LC Solution® (Shimadzu, Japão) foi 

utilizado para o controle do equipamento, aquisição e análise dos dados. 

 

Quadro 4. Parâmetros cromatográficos utilizados para análise do extrato de Mentha x villosa. 

Parâmetros Condições 

Fase móvel A 
Fase móvel B 

Água acidificada com 0,1% de H3PO4 
Metanol 

Gradiente 

0 min – 38% de B 
5 min – 42% de B 
9 min – 42% de B 

12 min – 45% de B 
15 min – 50% de B 
17 min – 45% de B 
20 min – 38% de B 
24 min – 38% de B 

Fluxo 1 mL/min 

Temperatura do forno 26 °C 

Solução diluente 
MeOH : água acidificada com 0,1% 

de H3PO4 (50% : 50%) 

Tempo de análise 24 min 

Volume de injeção 20 µL 

Comprimento de onda 330 nm 

Coluna 
Kromasil® C18 (250 mm x 4.6 mm 

d.i. preenchido com partículas 5 μm) 

 

4.4. Determinação do teor de fenólicos totais  

Para este ensaio (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTÓS, 1999), 

foram preparadas amostras em triplicata de 1 mg/mL e, no escuro, uma alíquota de 

120 µL de cada amostra foi transferida para eppendorffs contendo 500 µL de reagente 

Folin-Ciocalteu (10%), então após 8 min em repouso, adicionou-se 400 µL de solução 

de carbonato de sódio (7,5%) e a reação foi mantida em repouso por 120 min, à 

temperatura ambiente e no escuro. Enquanto isso, as amostras foram transferidas de 

eppendorffs para placas de 96 poços para leitura posterior a 765 nm em um 

espectrofotômetro UV-visível. O branco foi feito utilizando 120 µL de cada amostra e 

900 µL de metanol.  

O ácido gálico (AG) foi utilizado como padrão para a construção de uma curva 

de calibração, as concentrações utilizadas foram 100, 150, 200, 250 e 300 µg/ml. Os 

resultados foram expressos em mg EAG/g da amostra. 
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4.5. Determinação do teor de flavonoides totais  

O teor de flavonóides foi determinado pelo método espectrofotométrico 

(SCHMIDT; ORTEGA, 1999), utilizando cloreto de alumínio (AlCl3) como reagente, 

pois ele forma um complexo na presença de flavonóides. Assim, 100 µL das amostras 

em triplicata na concentração de 1 mg/ml foram transferidos para placas de 96 poços 

e posteriormente foi adicionado 100 µL de AlCl3. Após 30 minutos longe da luz, a 

absorbância foi medida em 410 nm, em espectrofotômetro UV-visível. O branco foi 

feito utilizando 100 µL de cada amostra e de metanol.  

Para calcular o teor de flavonóides, uma calibração de curva padrão foi feita 

usando quercetina a 5, 25, 50, 100 e 200 µg/ml. Os resultados foram expressos em 

mg de quercetina/g de amostra. 

 

4.6. Determinação do fator de proteção solar (FPS) 

O ensaio para a determinação do FPS foi realizado de acordo com o método 

espectrofotométrico descrito por MANSUR et al., 1986, que relaciona a absorção da 

amostra no ultravioleta entre 290-320 nm com a fórmula descrita por ele, Equação 1.  

 

Equação 1. Fórmula do fator de proteção solar. 

𝐹𝑃𝑆 = 𝐹𝐶. ∑ 𝐸𝐸(𝜆). 𝐼(𝜆). 𝐴𝐵𝑆(𝜆)

320

290

 

 

Para isso, as amostras foram incorporadas em creme Polawax® numa 

concentração de 5% e posteriormente, as preparações foram utilizadas para preparar 

uma concentração de 0,2 mg/ml em etanol PA, que também foi utilizado como padrão. 

Nessa concentração então, as amostras foram lidas nos comprimentos de onda de 

290-320 nm, utilizando intervalo de 5 nm, em espectrofotômetro de ultravioleta, com 

cubeta de quartzo de 1 cm de caminho óptico. Ao final, os valores de absorbância 

obtidos foram usados para calcular o FPS segundo a fórmula já descrita. 

É importante ressaltar que, o produto de EE(𝜆).I(𝜆) já possui valores tabelados 

de 290 a 320 nm e estão apresentados no Quadro 5 abaixo: 
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Quadro 5. Ponderação empregada no cálculo de fator de proteção solar in vitro. 

Comprimento de onda EE(𝜆).I(𝜆) 

290 0,015 

295 0,0817 

300 0,2874 

305 0,3278 

310 0,1864 

315 0,0839 

320 0,0180 
(Fonte: SAYRE et al., 1979) 

 

Para uma melhor compreensão dos resultados, foi feita uma escala de FPS 

para categorizar de forma mais didática o valor em cada extrato. Então nos gráficos 

de análise de componente principal e projeção linear, a cor verde representa extratos 

que apresentaram FPS entre 8 – 9,9, a cor azul representa extratos que apresentaram 

FPS entre 10 – 11,9 e a cor vermelha representa extratos que apresentaram FPS 

entre 12 – 13,9. 

 

4.7. Determinação da atividade antioxidante in vitro dos extratos 

4.7.1. Método de sequestro de radicais DPPH 

A atividade sequestradora de DPPH foi avaliada de acordo com o método 

descrito por (GARCEZ et al., 2009), mas usando metanol como solvente. Então, 

primeiro, 5 concentrações (10, 20, 40, 80 e 160 µg/mL) da amostra foram preparadas 

a partir de uma solução estoque de 1 mg/mL, em seguida, 100 µL delas foram 

transferidas para placas de 96 poços e 100 µL de uma solução de DPPH 0,3 mM foi 

adicionada a todas as amostras. A reação foi mantida em repouso e ao abrigo da luz 

por 30 min e, em seguida, a leitura foi feita a 517 nm em um leitor de microplacas 

(H1M, BioTek®).  

O mesmo procedimento foi utilizado para o controle positivo, ácido ascórbico 

(AA), utilizando 5; 7,5; 10; 12,5; 15 e 17,5 µg/mL. Além disso, é necessário um controle 

negativo para o ensaio, que é composto por 100 µL de solução de DPPH e 100 µL de 

metanol. A atividade sequestradora (AS) de todas as amostras foi calculada pela 

seguinte Equação 2. De acordo com a atividade de eliminação para cada 
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concentração, as curvas de calibração de cada amostra foram calculadas e os 

resultados foram expressos como CE50. 

 

Equação 2. Fórmula da atividade de sequestradora. 

𝐴𝑆 (%) = (
𝐴𝐵𝑆𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜 − 𝐴𝐵𝑆𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝐵𝑆𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜
) 𝑥100 

Onde, 

AS = atividade sequestradora 

ABS = absorbância 

 

● Métodos utilizados para otimização da extração de polifenóis e AR, bem 

como para avaliação da sua atividade antioxidante e fotoprotetora 

4.7.2. Coleta do material vegetal para a etapa de otimização do extrato 

 

 As folhas de Mentha x villosa Hudson (1 kg) foram coletadas às 8h do dia 7 de 

fevereiro de 2022, na Universidade Federal da Paraíba, Instituto de Pesquisa em 

Fármacos e Medicamentos (coordenadas 7° 8′ 29.875′′ S/34° 50′ 48.757′′ W ), Campus 

I, João Pessoa, PB. Um exemplar desta espécie foi depositado no Herbário Prisco 

Bezerra, da Universidade Federal do Ceará, Fortaleza-CE, sob o nº 14.996 e esta 

planta também foi registrada na plataforma do Sistema Nacional de Gestão do 

Patrimônio Genético e Conhecimentos Tradicionais Associados (SISGEN) sob 

referência número A3BA60D. Logo após a coleta, as folhas foram secas em estufa de 

ar circulante por 72h. Após determinação das condições ideais por meio de 

planejamento fatorial para a produção de um extrato de M. x villosa enriquecido em 

polifenóis, o material seco (125 g) foi submetido à extração por turbólise (2,5 L de 

etanol 70%) em 4 ciclos de 30 segundos, com 5 min de intervalo. Após o procedimento 

de extração, o solvente foi removido em rotaevaporador, obtendo-se 24,25 g de 

extrato otimizado de M. x villosa (MV-OE). 
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4.8. Otimização da extração de polifenóis em M. x villosa 

Para produzir um extrato de M. x villosa enriquecido em polifenóis, um 

planejamento fatorial 22 com pontos centrais foi usado para estudar a proporção da 

planta (2,5, 5 e 7,5 %, p/v) e a concentração de etanol (50, 70 e 90 %, v/v) influência 

na resposta selecionada, a fim de otimizar a extração dos polifenóis totais presentes 

nas espécies estudadas. Assim, foram utilizados dois níveis diferentes de variáveis 

independentes: concentração de etanol, superior (+1, correspondendo a 90%), inferior 

(-1, 50%) e o ponto central (0, 70%); proporção da planta (relação droga:solvente) 

nível superior (+1, 7,5%), inferior (-1, 2,5%) e o ponto central (0, 5%). 

A extração foi realizada por turbólise, utilizando 4 ciclos de 30 segundos, com 

5 min de intervalo (tempo total de 20 min). Após a turbólise, todos os extratos foram 

secos em rotaevaporador a 40 °C e foram avaliados o teor de polifenóis totais, teor de 

ácido rosmarínico (AR), eficiência extrativa (EE) e resíduo seco (RS). 

4.8.1. Eficiência extrativa 

Eficiência extrativa (EE) significa a capacidade do solvente de extrair polifenóis. 

Assim, o EE foi avaliado como resposta e calculado pela Equação 3. 

 

Equação 3. Eficiência extrativa 

𝐸𝐸 =
𝑇𝐹𝑇

𝑅𝑆
 

Onde,  

EE = eficiência extrativa 

TPT = teor de polifenóis totais 

RS = resíduo seco 

4.8.2. Resíduo Seco 

O resíduo seco (RS) foi determinado seguindo metodologia descrita na 

farmacopeia brasileira, 2019. Assim, amostras de 2 g de cada extração foram 

transferidas para cristalizadores e o solvente foi evaporado em banho-maria, em 

seguida, foram transferidos para uma incubadora a 100-105° C por três horas e 

posteriormente, seus pesos foram determinados. 

61 



4.8.3. Condições das análises por espectrometria de massas 

O extrato de Mentha x villosa foi analisado por CLAE da marca Shimadzu, 

utilizando coluna cromatográfica analítica C18 (Kromasil - 250 mm x 4,6 mm x 5 μm), 

acoplado a espectrômetro de massas (Ion-Trap AmazonX, Bruker), com Ionização por 

Eletrospray (ESI). Para realização da análise, a amostra foi solubilizada em metanol 

(1 mg/mL), com posterior filtração em filtros PVDF (Fluoreto de Polivinilideno), com 

malha de 0,45 μm. O método cromatográfico desenvolvido utilizou os solventes 

metanol (solvente B) de grau cromatográfico e água ultrapura tipo I (Mili-Q), acidificada 

com ácido fórmico (0,1% v/v) (solvente A), com análise em gradiente de concentração 

(5 a 100% de B em 95 minutos).  

O volume de injeção foi de 10 μL e taxa de fluxo foi de 0,6 mL/minuto. No 

espectrômetro de massas, as amostras foram submetidas a uma fragmentação 

sequencial em MS3. Os parâmetros utilizados foram: capilar 4,5 kV, offset da placa 

final 500 V, gás nebulizador 35 psi, gás seco (N2) com fluxo de 8 mL/minuto e 

temperatura de 300 ºC. A amostra foi analisada no modo de ionização negativo e a 

identificação dos compostos foi baseada nos dados (MSn) reportados pela literatura e 

padrões internos. 

Já para a análise de análise de componentes principais (PCA) realizada, o 

CLAE foi acoplado a um espectrômetro de massa microOTOF II (Bruker Daltonics, 

Billerica, MA, EUA) contendo uma fonte de íons de eletrospray (ESI) para obter 

espectros de massa de alta resolução. O sistema foi operado nas mesmas condições 

acima, utilizando o mesmo sistema cromatográfico de análise em gradiente em 25 

min. 

4.8.4. Análise de componentes principais (PCA) 

 Para realizar a PCA, os arquivos espectrais (CL-EMAR) foram convertidos para 

o formato MzXML usando DataAnalysis 4.2 (Bruker). Os dados foram pré-

processados (detecção de recursos, alinhamento de amostras e correspondência de 

pico) no XCMS online (31). Os valores integrais de cada característica (m/z) foram 

analisados em função do tempo de retenção. Depois disso, os arquivos foram 

convertidos para o formato csv. A análise de componentes principais (PCA) dos dados 

foi realizada no Unscrambler, versão 10.4 (CAMO Process AS, Noruega) e no Orange, 

3.0. A normalização de área foi aplicada a cada amostra. 
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4.9. Quantificação de polifenóis totais 

 A quantificação dos fenólicos totais foi realizada seguindo o mesmo 

procedimento anteriormente descrito, agora utilizando uma curva do padrão ácido 

gálico (AG) construída com as concentrações de 100, 150, 200, 250 e 300 µg/ml, 

devido aos teores terem sido maiores que os já observados. Os resultados também 

foram expressos como mg EAG/g. 

 

4.10. Quantificação de AR 

A quantificação do marcador foi feita realizada através do mesmo procedimento 

executado para as análises de sazonalidade, porém uma nova curva de calibração foi 

feita, devido aos teores terem sido maiores que os já observados. Dessa forma, a 

curva de calibração foi construída usando um padrão AR a 5, 10, 20, 40, 80 e 160 

µg/mL. 

 

● Avaliação das atividades antioxidantes e fotoprotetoras do extrato 

otimizado (MV-OE) 

 

Após a determinação das melhores condições de extração, a atividade 

antioxidante, baseada no sequestro de radicais DPPH e ABTS, bem como 

inibição da atividade da enzima tirosinase, além da atividade fotoprotetora do 

extrato foram realizadas. 

4.11. Método de sequestro de radicais DPPH 

 O mesmo procedimento anteriormente descrito foi realizado para esta análise, 

utilizando agora as concentrações de 10, 20, 40, 60 e 80 µg/ml para construção da 

curva do extrato, enquanto que a curva do controle positivo, ácido ascórbico, foi 

realizada com as mesmas concentrações já descritas. Os resultados foram expressos 

como CE50 em mg/L. 

4.12. Método de sequestro de radicais ABTS 

A descoloração de ABTS foi avaliada seguindo o protocolo descrito por 

MOREIRA, 2019. Primeiramente, soluções estoque de ABTS (7 mM) e persulfato de 
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amônio (APS) a 245 mM foram preparadas usando água ultrapura e, após isso, 5,05 

µL de solução de APS foram adicionados a 500 µL de solução estoque de ABTS. Esta 

solução foi incubada durante a noite (12-16h) no escuro à temperatura ambiente, para 

que o radical ABTS pudesse ser criado. Em seguida, preparou-se uma solução de 

radical ABTS capaz de absorver 0,700 a 734 nm diluindo 10 µL de solução estoque 

de radical ABTS em 1 mL de água ultrapura. Em seguida, preparou-se uma solução 

estoque de controle positivo (trolox a 2 mM) e depois, várias soluções de trolox em 

concentrações de 12,5 a 400 µM foram feitas em sequência, a fim de obter uma curva 

de calibração. Da mesma forma, as soluções estoques das amostras foram feitas a 1 

mg/ml e 5 soluções diluídas (100 a 500 µg/mL) foram feitas a partir dela. Todas as 

amostras foram feitas em triplicata. 

O ensaio foi realizado adicionando 10 µL de cada diluição de amostra em placa 

de 96 poços e 190 µL de solução diluída ABTS. O mesmo procedimento foi feito para 

o controle positivo e foi feito um controle negativo utilizando 190 µL de solução diluída 

de ABTS com 10 µL de água ultrapura. A placa foi incubada por 5 minutos, no escuro 

e, a absorbância foi lida a 734 nm em um leitor de microplacas (H1M, Biotek®). A 

descoloração (%) foi calculada pela Equação 4 e os resultados foram expressos como 

CE50. 

 

Equação 4. Fórmula de descoloração do radical ABTS. 

𝐷𝑒𝑠𝑐𝑜𝑙𝑜𝑟𝑎çã𝑜 (%) = (
𝐴𝐵𝑆𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − 𝐴𝐵𝑆𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝐵𝑆𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
)𝑥100 

Onde, 

ABS = absorbância 

 

4.13. Determinação in vitro do fator de proteção solar (FPS), fator de 

proteção UVA (UVA-PF) e comprimento de onda crítico 

Formulações foram preparadas para avaliar o FPS in vitro, usando MV-OE e 

um filtro químico, etilhexilmetoxicinamato, (Quadro 6). Assim, o FPS das formulações 

foi determinado usando o Optometrics SPF-290S Analyzer (Optometrics Corporation, 

Essex, Reino Unido). 110 mg de cada amostra foram espalhados em uma fita 

Transpore® (50 cm²) (3M, MN, EUA), a fim de obter um filme de 2 mg/cm2. As 

amostras foram submetidas a um simulador solar de arco de xenônio de 125 W CW, 
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que mediu sua transmitância (T) realizando 12 varreduras em diferentes pontos de 

cada formulação na fita Transpore®. A medição da transmitância (T) foi feita de 290 

a 400 nm com um intervalo de 2 nm. O valor do fator de proteção monocromático foi 

calculado para os comprimentos de onda selecionados usando a Equação 5, FPS, UVA-

PF e comprimento de onda crítico (λc) foram calculados pelas Equação 6, Equação 7, 

Equação 8, respectivamente. Amostras com comprimento de onda crítico (λc) superior 

a 370 nm foram consideradas com proteção de amplo espectro (Quadro 7). 

 

Quadro 6. Composição das formulações preparadas. 

Formulações Ingredientes 
Composição 
quantitativa (%, 
p/p) 

1 
MV-OE 

Creme polawax® 
5% 

q.s.p 

2 
MV-OE 

Metoxicinnamato de etilhexila 
Creme polawax® 

5% 
1% 

q.s.p 

3 
MV-OE 

Metoxicinnamato de etilhexila 
Creme polawax® 

5% 
3% 
92% 

4 
MV-OE 

Creme polawax® 
10% 
q.s.p 

5 
MV-OE 

Metoxicinnamato de etilhexila 
Creme polawax® 

10% 
1% 

q.s.p 

6 
MV-OE 

Metoxicinnamato de etilhexila 
Creme polawax® 

10% 
3% 

q.s.p 

7 
Metoxicinnamato de etilhexila 

Creme polawax® 
1% 

q.s.p 

8 
Metoxicinnamato de etilhexila 

Creme polawax® 
3% 

q.s.p 

 

Equação 5. Cálculo do fator de proteção monocromático. 

𝐹𝑃𝑀 =
1

𝑇
 

 

Equação 6. Cálculo do FPS. 

𝐹𝑃𝑆 =
∑ 𝐸𝜆. 𝐵𝜆400

290

∑
𝐸𝜆. 𝐵𝜆
𝑀𝑃𝐹𝜆

400
290
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Equação 7. Cálculo do PFUVA. 

𝐹𝑃𝑈𝑉𝐴 =
∑ 𝐸𝜆. 𝑃𝜆400

290

∑
𝐸𝜆. 𝑃𝜆
𝑀𝑃𝐹𝜆

400
290

 

 

Equação 8. Cálculo do comprimento de onda crítico. 

𝑅 =
∫ 𝐴𝜆. 𝑑𝜆

𝜆

290 𝑛𝑚

∫ 𝐴𝜆. 𝑑𝜆
400 𝑛𝑚

290 𝑛𝑚

 

 

 

 Onde, E = Irradiância espectral da luz solar terrestre (sob condições 

controladas), B = Eficácia do eritema, MPF = Fator de proteção monocromático e 

P = Espectro de ação do escurecimento do pigmento persistente (PPD), A = 

absorbância (35). 

 

 

Quadro 7. Intervalo de comprimento de onda crítico e sua relação com o nível de proteção e relação 

UVA/UVB. 

λc Nível de proteção (razão UVA/UVB) 

340 nm ≤ λ < 370 nm Intermediária 

λc > 370 nm Amplo espectro 
 

4.14. Análise estatística 

Os dados foram obtidos em triplicata, calculando-se a média, desvio padrão e 

desvio padrão relativo. A análise estatística foi feita por comparação estabelecida 

através da análise de Variância (ANOVA one way), onde os resultados foram 

considerados estatisticamente diferentes quando p < 0,05, o nível de significância 

adotado foi de 95%, e pós teste Tukey foi realizado, utilizando o programa GraphPad 

Prism 8.0. As curvas de calibração e os coeficientes de correlação (r) foram obtidos e 

calculados por regressão linear usando o Excel® 2019.  

Para otimização da extração de polifenóis foi utilizado um planejamento fatorial 

22 com pontos centrais e, os cálculos, bem como os gráficos de paretos, em duas 

dimensões e de superfície resposta foram feitos utilizando o software Statistica 3.0. 
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Resumo: Mentha x villosa e Plectranthus amboinicus apresentam em sua composição química 

compostos fenólicos e através de estudos anteriores, foi visto que as duas espécies apresentam 

atividade fotoprotetora in vitro promissora. Assim, esse trabalho teve como objetivo avaliar 

alterações sazonais e a influência de fatores como nível de precipitação e incidência de radiação 

solar nas atividades fotoprotetoras e antioxidantes. Para isso, foram feitas a quantificação de 

compostos fenólicos, análises cromatográficas (HPLC-DAD) e multivariada (PCA) dos extratos 

das duas espécies durante 12 meses. Dessa forma, foi observado que os melhores meses para as 

atividades fotoprotetoras e antioxidantes foram abril para M. villosa e julho para P. amboinicus 

(FPS = 14) e foi possível concluir que a radiação solar influencia de forma mais clara a produção 

de fenólicos e o aumento do FPS de M. villosa, além de favorecer a atividade antioxidante das 

duas espécies, enquanto a precipitação parece não ter influencia. 

Palavras-Chave: Fotoproteção; M. villosa; P. amboinicus; Radiação ultravioleta; PCA; 

seasonalidade  

 

 

1. Introduction 

Variações sazonais na produção de metabólitos secundários gerados pelas plantas tanto de 

forma qualitativa como quantitativa podem ocorrer ao longo de todo o ano como resposta às 
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condições ambientais da planta, incluindo às climáticas [1,2]. Essa variação também pode alterar 

a atividade biológica que extratos da planta apresentam, já que amostras da mesma planta 

coletadas em meses diferentes terão a presença ou ausência de determinados compostos, bem 

como sua concentração também poderá ser diferente, por isso, o extrato pode inclusive apresentar 

propriedades farmacológicas diferentes ao longo do ano [3,4]. 

Sabe-se que um aumento na incidência da radiação UVB e uma diminuição da precipitação 

pode causar um aumento na produção de radicais livres, causando danos celulares que obriga a 
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planta a responder a esse estímulo, alterando desde características morfológicas até o conteúdo de 

metabólitos produzidos, como por exemplo, o aumento da produção de compostos fenólicos [5]. Por 

isso, avaliar também fatores ambientais como: temperatura, disponibilidade hídrica, incidência 

radiação ultravioleta, entre outros, é relevante para entender melhor as alterações metabólicas 

existentes nas plantas [6-8]. 

Mentha x villosa Hudson e Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng são duas espécies pertencentes 

à família Lamiceae e, no Brasil, são popularmente chamadas de “hortelã da folha miúda” e “hortelã 

da folha grossa”, respectivamente. Elas são usadas na medicina popular principalmente como 

antimicrobianas, mas M x villosa também é usada na forma de infusão ou decocção de suas folhas 

para o tratamento de problemas estomacais e cólicas menstruais, além de ser usada como sedativa 

[9] e antiparasitária [10]. Cientificamente, seus efeitos hipotensivos endotélio dependentes e 

vasorrelaxantes têm sido demonstrados [11], bem como sua atividade antimicobriana [12], 

antitumoral [13], anti-inflamatória [14] e antioxidante [15,16]. P. amboinicus é usada para o tratamento 

de resfriados, tosse, asma e doenças do trato respiratório no geral, bem como para o tratamento de 

dores de cabeça, febre, doenças de pele e desordens gastrintestinais [17-19]. Assim, por ser uma 

espécie bem conhecida e usada, muitos estudos sobre os seus efeitos já foram feitos para demonstrar 

atividades como a antimicrobiana e antiviral in vitro [20,21], atividade contra desordens 

gastrintestinais e respiratórias, anticonvulsivante e antitumoral [22,23], analgésica, anti-inflamatória 

e antioxidante [24,25]. As duas espécies também são usadas na culinária como saborizantes e na 

preparação de alguns pratos [17,26]. 

Muitas das atividades biológicas apresentadas por M x villosa e P. amboinicus são devido a 

presença de seus óleos essenciais que são amplamente estudados e tem mono e sesquiterpenos em 

suas composições [17,27]. Entretanto, seus extratos não voláteis também apresentam uma grande 

quantidade de compostos interessantes, como os compostos fenólicos. Em M x villosa, vários ácidos 

fenólicos já foram identificados, como o ácido rosmarínico, ácido quínico e clorogênico, bem como 

flavonoides como derivados da luteolina e apigenina, hesperidina, campferol-3-O-glucuronideo, 

eriocitrina e crisoeriol-7-O-rutinosideo [28]. Em P. amboinicus, muitos polifenóis também já foram 

encontrados, como o ácido caféico, ácido gálico, ácido rosmarínico, cirsimaritina, derivados da 

luteolina e apigenina, ácido p-cumárico, taxofilina, entre outros [29]. 

Portanto, essas espécies apresentam em sua composição química uma quantidade de 

interessantes compostos fenólicos, que são conhecidos principalmente por sua ação anti inflamatória, 

antioxidante e fotoprotetora [30-32]. Suas propriedades antioxidantes estão intimamente ligadas às 

suas estruturas químicas estáveis, tornando-os capazes de neutralizar espécies reativas de oxigênio 

(EROS), inibir a peroxidação lipídica e até prevenir a produção de radicais livres [33]. 

Uma atividade relevante atribuída a essa classe de metabolitos é a atividade de proteção solar, 

já que eles são capazes de filtrar a radiação ultravioleta incidente. Por isso, quando a intensidade dos 

raios UVA e UVB está alta, a planta pode ser estimulada a produzir compostos fenólicos para que 

eles absorvam ou dissipem a energia solar e dificultem os danos aos tecidos [34,35]. 

M. villosa e P. amboinicus apresentam como composto majoritário em seus extratos o ácido 

rosmarínico (AR). Estudos relacionados à ação fotoprotetora desse ácido vêm demonstrando um 

futuro favorável para este metabólito, já que foi observado além da sua capacidade fotoprotetora, a 

sua ação na inibição da peroxidação lipídica, bem como uma boa atividade antioxidante [36-38], o 

que o coloca em uma posição relevante para o desenvolvimento de novos protetores solares. 

Assim, baseada na extensiva literatura demonstrando os aspectos terapêuticos de M x villosa e 

P. amboinicus, essas duas espécies merecem atenção principalmente em áreas nas quais elas não foram 

bem exploradas ainda, como na fotoproteção e sazonalidade de seus extratos não voláteis, já que as 

plantas empregam vários mecanismos pra se adaptar as condições ambientais no intuito de regular 

bem seu metabolismo [39] e isso pode impactar diretamente na produção de metabólitos secundários. 

Portanto, entender as variações anuais dos metabólitos secundários dessas duas espécies pode nos 
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ajudar a melhor usá-las, em termos de desenvolvimento de produtos farmacêuticos. Um estudo 

anterior feito por Terto et al [40], bem como resultados ainda não publicados [41], mostraram que 

essas duas espécies apresentaram atividade fotoprotetora promissora in vitro, já que as duas 

apresentaram fator de proteção solar (FPS) em torno de 13. Assim, nós avaliamos as variações 

sazonais ocorridas em M x villosa e P. amboinicus, através do monitoramento da produção quantitativa 

de polifenóis e flavonoides totais e ácido rosmarínico mês a mês, o papel da radiação solar e da 

precipitação na produção desses metabólitos e suas implicações no FPS e atividade antioxidante 

desses extratos. 

 

2. Materials and Methods  

2.1. Material Vegetal 

As partes aereas de Mentha x villosa Hudson, Lamiaceae, foram coletadas às 8h da manhã do dia 

20 de todos os meses, de janeiro a dezembro de 2019, Onde elas foram cultivadas na Universidade 

Federal da Paraíba, Instituto de Pesquisa em Fármacos e Medicamentos (IPeFarM) 

(7º8’29.875”S/34º50’48.757”W), Campus I, João Pessoa-PB. Um espécime de M. villosa está depositasa 

no Herbário Prisco Bezerra, da Universidade Federal do Ceará, Fortaleza – CE, sob número de 

identificação nº 14,996. Essa planta está registrada no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio 

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob número de referência A3BA60D.  

  

2.2. Preparação do extrato etanólico bruto 

As partes aéreas frescas (500 g) de M. villosa foram trituradas e submetidas à maceração em 

etanol 96% por três dias consecutivos, repetido três vezes. Foram utilizados 4 l de etanol no processo 

de maceração de M. villosa e após, as soluções extraídas foram concentradas em rotaevaporador a 40 

°C para obtenção dos extratos etanólicos brutos (CEE), que pesaram em média 11,5 g. O processo de 

maceração foi repetido todos os meses de 2019 logo após a coleta das partes aéreas, resultando em 12 

extratos etanólicos de M. x villosa. Todos esses extratos foram usados em todos os testes realizados. 

  

2.3. Equipamentos e reagentes 

Os solventes utilizados foram metanol grau HPLC (Tédia®, Rio de Janeiro, Brasil), ácido fórmico 

(J.B.Baker®, Aparecida de Goiânia, Brasil), ácido acético (J. T. Baker®, Aparecida de Goiânia, Brasil) 

ácido fosfórico (Proquimios®, Rio de Janeiro, Brasil) e água tipo I obtida por sistema de purificação 

(Milli-Q - Millipore®), além de etanol absoluto PA (Neon®, Suzano, Brasil), creme Polawax® (João 

Pessoa, Brasil), FolinCiocalteu, 1-1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma-Aldrich, São Paulo, 

Brazil), cloreto de alumínio (AlCl3) e Ácido Rosmarínico, obtido da Sigma Aldrich, São Paulo, Brasil, 

com teor de pureza de 96%. 

Os equipamentos utilizados foram a UV-visible spectrophotometer (UV-2550, Shimadzu) e um 

sistema de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) da Shimadzu (Prominence) equipado 

com módulo de bombeamento de solvente quaternário LC-20AT, auto injetor SIL-20A HT, um 

sistema de degaseificação DGU-20A5R, forno de coluna CTO-20A, detector SPD-M20A diode array 

e controlador CBM-20A. A coluna utilizada foi Kromasil® C18 (250 mm x 4.6 mm d.i. preenchido 

com partículas 5 μm), com pré-coluna SecurityGuard Gemini® C18 (4 mm x 3.0 mm d.i. preenchido 

com partículas 5 μm). O software LC Solution® (Shimadzu, Japão) foi utilizado para o controle do 

equipamento, aquisição e análise dos dados. 

 

 2.4. Métodos cromatográficos analíticos de CLAE 
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O método utilizado para quantificação de AR em M. villosa inicia-se com 38% do solvente B, 

chegando a 42% em 5 min e permanece nessa concentração até 9 min. De 9 a 12 min, o gradiente é 

alterado de 42 a 45% do solvente B e, chega a 50% em 15 min. De 15 a 17 min, o gradiente retorna a 

45%, e permanece inalterado até 20 min, quando retorna à condição inicial a 38% da fase móvel B, e 

a corrida para em 24 min nesta concentração. A vazão utilizada foi de 1 mL/min, temperatura do 

forno de 26 ◦C, volume de injeção de 20 μL, a detecção foi realizada em 330 nm por um arranjo de 

diodos UV (DAD). Além disso, amostras de extrato e padrão foram feitas em triplicata e filtradas com 

a solução diluente na concentração de 50% : 50% MeOH : água acidificada (0,1% de H3PO4). 

 

2.5. Tratamentos com radiação solar e precipitação 

A exposição consistiu em submeter as plantas a radiação solar e precipitação naturalmente 

durante o ano de 2019 no local onde as amostras eram coletadas no Instituto de Pesquisa 

Farmacêutica – UFPB e coletar as plantas adultas para observar as mudanças no conteúdo dos 

compostos investigados entre cada mês de coleta. Os dados de incidência de radiação solar e 

precipitação foram coletados no site (https://portal.inmet.gov.br/) do Instituto Nacional de 

metereologia do Brasil. 

 

 2.6. Determinação do teor de fenólicos totais 

Para a realização do método [42], foram adicionados 0,5 mL do reagente FolinCiocalteu (10%) a 

120 μL da amostra (das duas espécies, para todos os meses) (1 mg/ml de extrato) e o ácido gálico foi 

utilizado como padrão. O tempo de reação foi de 8 min e nesse momento, ela foi mantida em repouso. 

Posteriormente, 400 μl de carbonato de sódio (7,5%) foram adicionados no intuito de neutralizar a 

mistura. Em seguida, as amostras, em triplicata, foram mantidas a temperatura ambiente e no escuro 

por 120 minutos, sendo transferidas para placa de 96 poços para posterior leitura em 

espectrofotômetro UVvisível (UV-2550, Shimadzu) a 765 nm.  

Para o cálculo do teor de fenólicos se utilizou a equação de regressão linear a partir da curva de 

calibração do padrão de ácido gálico (25, 50, 75, 100, 150 e 200 μg/ml) e os resultados foram expressos 

em miligramas de equivalente de ácido gálico por grama de extrato (mg EAG / g de amostra). 

  

2.7. Quantificação de ácido rosmarínico 

A quantificação do AR foi feita através da construção de uma curva de calibração com padrão, 

onde foram utilizadas concentrações entre o intervalo de 5,6; 11,25; 22,5; 45 e 90 µg/ml para os extratos 

de M. villosa. As amostras de cada mês foram preparadas em triplicata, na concentração de 1 mg/ml 

e injetadas no CLAE de acordo com o método analítico adequado já mencionado.  

  

2.8. Determinação do teor de flavonoides totais 

O teor de flavonoides foi avaliado pelo método espectrofotométrico proposto por Schmidt e 

Ortega [43], com adaptações, utilizando cloreto de alumínio (AlCl3) como reagente. Dessa forma, 0,1 

ml da solução de AlCl3 (2,5%) foram adicionados a 0,1 ml das amostras (1 mg/ml) em placas de 96 

poços, a mistura foi mantida ao abrigo da luz por 30 minutos e, em seguida, a absorbância medida a 

410 nm em espectrofotômetro UV-Visível (UV-2550, Shimadzu) [44]. O ensaio foi realizado em 

triplicata e o teor de flavonoides foi calculado através da equação de regressão linear obtida a partir 

da curva de calibração de quercetina (5; 25; 50; 100 e 200 μg / ml) e o resultado foi expresso em μg de 

quercetina / mg de amostra. 
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 2.9. Determinação da atividade antioxidante 

Nesta análise foi utilizado o método do sequestro dos radicais DPPH [45], utilizando metanol 

como solvente para produção das amostras. Dessa forma, em microplaca de 96 poços, a solução de 

DPPH a 0,3 mM (100 μl) foi acrescentada a 100 μl de diferentes concentrações dos extratos das duas 

espécies estudadas (10, 20, 40, 80 e 160 μg/ml, em certas amostras houve a necessidade de utilizar 

também a concentração de 320 μg/ml). Essa reação permaneceu em repouso e no escuro por 30 min 

e posteriormente a leitura foi feita em espectrofotômetro UV-Visível (UV-2550, Shimadzu) a 518 nm. 

Essa análise foi realizada para as amostras de todos os meses, em triplicata e, a atividade 

sequestradora (AS) de radicais de cada concentração utilizada foi calculada a partir da equação 1. 

Após o cálculo da AS, curvas de calibração foram feitas e os resultados foram expressões como CE50. 

 

AS (%) = (Acontrole negativo – Aamostra)/Acontrole negativo x 100 

  

Equação 1. Formula da atividade sequestradora de radicais. 

 

Onde, 

AS (%) = porcentagem de atividade sequestradora de radicais livres  

Acontrole negativo = Absorbância do controle negative 

Aamostra = Absorbância da amostra 

 

2.10.  Determinação do fator de proteção solar (FPS) in vitro 

O FPS foi determinado de acordo com o método in vitro [46], conhecido por ser prático e 

apresentar boa correlação com testes in vivo. Assim, foram preparadas formulações cosméticas, 

utilizando creme polawax® como base e, os extratos, separadamente, foram incorporados a uma 

concentração de 10%. Para análise, foram preparadas amostras líquidas de cada formulação a uma 

concentração de 0.2 mg/ml, empregando etanol absoluto como solvente. Posteriormente, foi feita uma 

varredura entre os comprimentos de onda de 200-400 nm através de um visible UV 

spectrophotometer, UV-2550 Shimadzu, with a 1 cm optical path length quartz cell, Absolut ethanol 

was also used as blank and analysis was done in triplicate. O FPS foi calculado através da equação 2. 

𝐹𝑃𝑆 = 𝐹𝐶. ∑

320

290

𝐸𝐸(𝜆). 𝐼(𝜆). 𝐴𝐵𝑆(𝜆) (1) 

Equação 2. Formula do FPS. 

Onde,  

FC = 10 (fator de correção) 

EE(𝜆) = Efeito eritematogênico 

I(𝜆) = intensidade do sol 

ABS(𝜆) = absorbância 

 

2.11. Análises estatísticas 

Os dados foram obtidos em triplicata, calculando-se a média, erro padrão e erro padrão relativo. 

A análise estatística foi feita por comparação estabelecida através da análise de Variância (ANOVA 

one way), onde os resultados foram considerados estatisticamente diferentes quando p < 0,05, o nível 

de significância adotado foi de 95% e pós teste Tukey também, Graphpad Prism 6.01. As curvas de 

calibração e os coeficientes de correlação (r) foram obtidos e calculados por regressão linear usando 

o Excel® 2010. A Análise de Componentes Principais (PCA) foi usada para obter correlação dos 

diferentes conjuntos de dados e uma visão mais distinta da relação entre as variáveis, bem como da 
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variabilidade da atividade antioxidante e do FPS. Esta análise foi realizada com o programa Orange 

stastistic 3.4. 

 

 

3. Resultados 

3.1. Efeitos da sazonalidade no teor de fenólicos, flavonoides totais e ácido rosmarínico 

Na análise sazonal do teor de polifenóis em M. villosa foi identificado o melhor mês de coleta de 

M. villosa em relação à esses compostos, sendo ele, setembro (147 mg GAE/g de extrato bruto), Figura 

15 Porém foi possível observar também que não houve diferença estatística no teor de polifenóis totais 

em vários meses de diferentes estações do ano em M. villosa, mostrando que sua produção não 

obedece a uma tendência específica para cada estação, por exemplo, janeiro, que pertence à 

temporada de verão, não apresentou diferença estatística (p > 0,05) quando comparado à abril 

(outono), agosto (inverno) ou outubro (primavera). Assim, esses resultados somados ao fato de não 

haver estações bem definidas na região onde as plantas foram coletadas, justificado pela localização 

geográfica próxima à linha do equador, as estações parecem ter menor influência na variação da 

concentração desses metabólitos. Resultados semelhantes foram observados no estudo de Woźniak 

et al. [47], onde as concentrações da maioria dos polifenóis permaneceram constantes durante as 

diferentes estações do ano, mostrando que não influenciaram na variação desses metabólitos. 
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Figura 15. Teor de polifenóis de M. villosa e P. amboinicus ao longo de 12 meses e suas diferenças estatísticas. ns 

= não significativo. * diferença estatística. 

Nas análises feitas para a avaliação do teor de flavonoides totais foi observado que o melhor mês 

de coleta é april (28,72 mg querc/g de extrato), visando a coleta da planta para a obtenção do maior 

teor de flavonoides, Figura 16. 

Da mesma forma como observado para o teor de polifenóis, foi visto que não existe diferença 

estatística no teor de flavonoides em vários meses de diferentes estações do ano, indicando que essa 

produção não obedece uma tendência específica para cada estação, o que mostra que as estações 

parecem ter pouca influencia na variação de produção quantitativa de flavonoides.  
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Figura 16. Teor de flavonóides de M. villosa e P. amboinicus ao longo de 12 meses e suas diferenças estatísticas. 

*diferença estatística. 

De acordo com um estudo anterior de Terto et al. [40] e dados ainda não publicados [41], 

verificou-se que o AR foi o composto mais produzido no EEB das partes aéreas de M. villosa e, por 

isso, sua variação também foi avaliada. Assim, observou-se que o melhor mês para coleta de M. villosa 

foi setembro (39,28 mg/g). 

Além disso, como observado tanto para o teor de fenólicos como para o teor de flavonoids, não 

foram encontradas diferenças estatísticas no teor de AR em meses de diferentes estações do ano, 

indicando que as estações têm pouca influência na variação do teor de AR, Figura 17. Dessa forma, de 

acordo com os resultados encontrados, é possível observer que outros fatores podem ter uma 

influência maior na produção de fenólicos totais, flavoides e ácido rosmarínico, e é possível concluir 

também que o melhor mês para a coleta de M. villosa é setembro. 
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Figura 17. Teor de AR dos extratos de M. villosa e P. amboinicus ao longo de 12 meses e suas diferenças estatísticas. 

ns = não significativo. *diferença estatística. 

 

3.2. Efeitos da sazonalidade na atividade antioxidante 

As atividades antioxidantes das amostras foram avaliadas pelo teste DPPH e os resultados foram 

expressos como CE50. Dessa forma, a partir da Figura 18, é possível observer que o mês em que o 

extrato de M. villosa apresentou melhor ação contra radicais DPPH é dezembro (75,09 µg/mL). Outros 

resultados podem ser encontrados no material suplementar.  
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Figura 18. CEE de M. villosa e P. amboinicus CE50 em µg/mL e sua comparação estatística ao longo de 12 meses. 

ns = não significativo. * diferença estatística. 

 

3.3. Efeitos da sazonalidade no FPS 

A partir da Figura 19, foi possível avaliar as variações mensais ocorridas no FPS, demonstrando 

que o melhor mês para a coleta de M. villosa visando maiores valores de FPS é setembro (FPS = 13,73). 
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Figura 19. FPS de CEE de M. villosa e P. amboinicus e sua comparação estatística ao longo de 12 meses. ns = não 

significativo. * diferença estatística. 

 

Quando se considera que neste teste foram utilizados apenas extratos vegetais da espécie 

estudada incorporada a 10% no creme Polawax®, é possível sugerir que esses resultados são 

promissores na área de fotoproteção, pois atingir níveis de FPS próximos a 15 sem adição de qualquer 

filtro solar sintético não é fácil, como mostra o estudo de Oliveira et al. [48], que avaliaram o FPS de 

extratos etanólicos de Schinus terebinthifolius Raddi e nenhuma formulação composta apenas por 

extrato como fotoprotetor, apresentaram FPS acima de 5,08. Em outro estudo realizado por Mota et 

al. [49], foi avaliado o FPS do extrato etanólico de Psidium guajava e encontrando FPS = 1. Da mesma 

forma, Mota et al. [50] avaliaram o FPS do extrato etanólico de Nephelium lappaceum L. (cascas) e seu 

FPS = 0,4.  

Assim, M. villosa apresentou valores significativos de FPS ao longo do ano, superiores ao exigido 

pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) em sua Resolução da Diretoria Colegiada 

de 30 de junho (2012) [51] , que determina que somente formulações fotoprotetoras com FPS ≥6 são 

válidas. 
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 3.4. Análise de componentes principais 

Para avaliar a relação entre todas as variáveis existentes, foi utilizada a análise multivariada de 

componentes principais, que possibilitou observar diversas correlações entre a concentração de AR, 

teor de fenólicos e flavonóides totais, FPS e EC50, bem como a relação dessas variáveis com o índice 

pluviométrico e a radiação solar durante o ano. 

Conforme mostrado na Figura 20, a correlação entre PC4 x PC1 da PCA explicou 82% dos grupos 

existentes. Para melhor compreensão dos resultados, os valores do FPS foram categorizados por meio 

de cores para diferenciar o valor desse parâmetro em cada espécie. Nesta figura, é possível observar 

que as amostras que apresentaram os maiores valores de FPS foram agrupadas mais à esquerda em 

verde, além disso, é possível observar que algo além do FPS influencia nestes grupos e é o conteúdo 

fenólico. 

 

 

 
Figura 20. Análise de componentes principais mostrando a correlação dos grupos de PC4 versus PC1 usando 

dados obtidos da análise do teor de fenólicos e flavonóides totais, teor de RA, CE50, FPS, incidência de radiação 

solar e nível de precipitação. 

 

De acordo com a projeção linear em quatro eixos representada na Figura 21, é possível observar 

círculos azuis, representando as amostras de M. villosa (MV) ao longo do ano. Círculos maiores e 

menores representam valores de FPS mais altos ou mais baixos. Assim, vê-se que quanto maior a 

quantidade de fenólicos e flavonóides, maior o diâmetro dos círculos azuis e, consequentemente, 

maior o FPS dos extratos de M. villosa. Observa-se também que a presença de AR favorece uma CE50 

menor, indicando melhor atividade antioxidante, quando AR está presente. 
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Figura 21. Projeção linear em quatro eixos correlacionando o conteúdo de fenólicos, flavonóides, ácido 

rosmarínico, CE50 de M. villosa (círculos azuis) e P. amboinicus (círculos vermelhos). O tamanho dos círculos 

corresponde a um valor de FPS maior ou menor encontrado. 

Outro parâmetro observado foi a influência da radiação solar na concentração dos metabólitos 

secundários estudados e suas consequências para o FPS. Assim, avaliando a projeção linear 

apresentada na Figura 22, verifica-se que a radiação solar tem grande influência no aumento ou 

diminuição do FPS em M. villosa. Nos meses em que tanto a radiação solar quanto a produção de 

polifenóis são maiores, o FPS dos extratos de M. villosa aumenta. No entanto, nos meses em que a 

produção de flavonóides e AR é alta, mas o nível de radiação solar é menor, o FPS também é menor, 

sugerindo que a produção de componentes específicos com propriedades fotoprotetoras é estimulada 

pela radiação solar. 

Esses resultados são corroborados por Dolzhenko et al. [52], que avaliaram a influencia da 

radiação UVB na produção de polifenois em Mentha x piperita L. Nesse estudo, foi visto que o teor de 

polifenóis aumentou depois que a planta foi irradiada com radiação UVB e que a produção de 

flavonoides com propriedades absorvedoras de luz na faixa de comprimento de onda dos raios UVB 

foi estimulada, como eriocitrina, hesperidina e campferol-7-O-rutinosideo. Houve também a 

diminuição na produção de narirutin e 4’-metoxicampferol-7-O-rutinosideo, sugerindo a possível 

transformação desses últimos compostos mencionados nos flavonoides com produção aumentada. O 

mesmo estudo também mostrou que existe uma diminuição na produção dos óleos essenciais de M. 

piperita e um aumento na produção de polifenois e sugere uma correlação entre esses resultados, 

mostrando que a radiação UVB pode favorecer um caminho biosintético em detrimento de outro. 
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Figura 22. Projeção linear correlacionando o conteúdo de fenólicos, flavonóides e ácido rosmarínico de M. villosa 

(círculos azuis) e P. amboinicus (círculos vermelhos) à radiação solar. O tamanho dos círculos corresponde a um 

valor SPF maior ou menor encontrado. 

De acordo com a Figura 23, foi possível observar que a radiação solar também é um fator 

importante para atividade antioxidante de M. villosa, já que é mostrado que quando os níveis de 

radiação solar são altos, a CE50 (representada pelo tamanho dos círculos das amostras) diminui, o que 

significa uma melhor atividade antioxidante. Esse resultado corrobora com os trabalhos de Takshak 

et al. [53] e Takshak et al. [54] que mostraram um aumento da atividade antioxidante dos extratos de 

de Coleus forskohlii quando suplementados por radiação UVB. 

Além disso, também é importante destacar que como visto na revisão feita por Gobbo-neto e 

Lopes [8], certos polifenóis podem ter sua produção aumentada, como no caso de Marchantia 

polymorpha em que a proporção de glicosídeos de luteolina/glicosídeos de apigenina aumenta pela 

influência da exposição à radiação UVB. Nesta situação, embora a capacidade de absorção dos raios 

UVB não aumente, pois os derivados luteolínicos são mais eficientes na dispersão da energia 

observada, é provocado um aumento dos níveis de antioxidantes de defesa na planta. A mesma 

observação foi feita na relação flavonóides/hidroxicinamatos, sendo o aumento dessa proporção foi 

observado pela indução da radiação UVB. Assim, percebe-se que a capacidade de atuar como 

antioxidante e não apenas como absorvedor da radiação UVB é importante definir quais metabólitos 

serão produzidos para atuar contra os raios UVB. 
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Figura 23. Projeção linear correlacionando o conteúdo de fenólicos, flavonóides e ácido rosmarínico de M. villosa 

(círculos azuis) e P. amboinicus (círculos vermelhos) à radiação solar. O tamanho dos círculos corresponde a um 

valor CE50 maior ou menor encontrado. 

No caso dos níveis de precipitação, foi visto que, no geral, ele não favorece nem o aumento de 

FPS, nem de atividade antioxidante, já que quanto menor os níveis de precipitação, mas alto o FPS e 

a atividade antioxidante dos extratos, Figura 24 e Figura 25.  

Segundo GOBBO-NETO & LOPES [8], existem controvérsias sobre o que pode acontecer na 

produção de compostos fenólicos dependendo dos níveis de precipitação do ambiente, mostrando 

que essa produção pode ser aumentada ou diminuída, não havendo uma tendência ou padrão a ser 

seguido, sugerindo que não há uma correlação clara entre a concentração desses metabólitos e o 

estresse hídrico, mas que curtos períodos de seca podem levar a um aumento da produção desses 

metabólitos. Estudos como o de GOMES et al. [54], mostraram a predominância de flavonoides em 

folhas de lippia alba durante o verão. Resultado semelhante foi encontrado no estudo de RIBEIRO et 

al. [1], onde foi visto que a maior concentração de compostos fenólicos totais na casca interna de 

Secondatia floribunda A. DC. Durante a estação seca. 

Dessa forma, atividades biológicas como a atividade antioxidante pode ser afetada, já que 

muitos estudos comprovam a relação direta dessa atividade com compostos fenólicos. Por isso, são 

necessários mais estudos para esclarecer melhor o que acontece com o metabolismo de M. villosa 

quando exposta à essas condições. 
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Figura 24. Projeção linear correlacionando o conteúdo de fenólicos, flavonóides e ácido rosmarínico de M. villosa 

(círculos azuis) e P. amboinicus (círculos vermelhos) à precipitação. O tamanho dos círculos corresponde a um 

valor FPS maior ou menor encontrado. 

 

 

 
Figura 25. Projeção linear correlacionando o conteúdo de fenólicos, flavonóides e ácido rosmarínico de M. villosa 

(círculos azuis) e P. amboinicus (círculos vermelhos) à precipitação. O tamanho dos círculos corresponde a um 

valor CE50 maior ou menor encontrado. 
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4. Conclusões 

De acordo com todos os resultados obtidos, foi possível concluir que, em geral, a sazonalidade 

não afetou diretamente a produção quantitativa de polifenóis, flavonóides e AR em M. villosa. O 

melhor mês para colheita da espécie foi setembro. Pode-se concluir também que maiores 

concentrações de polifenóis e flavonoides favorecem o aumento do FPS em M. villosa e a concentração 

de AR influencia a atividade antioxidante desta espécie. Além disso, observou-se que a radiação solar 

tem uma influência mais clara na produção de compostos fenólicos e no aumento do FPS em M. 

villosa, bem como também favorece a melhora da atividade antioxidante. No caso da precipitação, ela 

não parece favorecer a atividade fotoprotetora ou antioxidante de M. villosa.
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Material suplementar:  

Table S1. Results of month-to-month quantification of rosmarinic acid in mg/g, Mentha x villosa. 

 Months Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sept Oct Nov Dec 

 

Triplicate 

 

Mean 

Error 

Relative error 

 

37.16 

37.17 

37.52 

37.29 

0.21 

0.56 

14.85 

15.64 

15.76 

15.42 

0.49 

3.21 

12.40 

11.55 

12.45 

12.21 

0.58 

4.77 

31.38 

34.11 

33.36 

32.95 

1.41 

4.28 

22.73 

23.05 

22.52 

22.77 

0.27 

1.17 

7.66 

7.12 

7.29 

7.35 

0.28 

3.74 

17.50 

18.04 

18.40 

17.98 

0.45 

2.50 

28.89 

28.38 

28.29 

28.52 

0.32 

1.14 

39.70 

38.92 

39.23 

39.28 

0.39 

1.00 

26.18 

28.46 

26.66 

27.10 

1.20 

4.44 

24.52 

25.46 

25.81 

25.26 

0.67 

2.64 

32.97 

31.10 

33.04 

32.37 

1.10 

3.39 

 

 

 

 

Table S3. SPF results month by month, Mentha x villosa. 

 Months Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sept Oct Nov Dec 

 

Triplicate 

 

Mean 

Error 

Relative error 

 

13.05 

12.94 

13.31 

13.10 

0.19 

1.45 

10.00 

10.58 

10.38 

10.32 

0.29 

2.81 

10.08 

10.14 

10.23 

10.15 

0.08 

0.75 

12.20 

12.70 

12.77 

12.55 

0.31 

2.50 

10.81 

10.93 

10.96 

10.90 

0.08 

0.71 

9.03 

9.54 

9.55 

9.38 

0.30 

3.15 

9.15 

9.81 

9.87 

9.61 

0.40 

4.15 

11.65 

11.72 

11.75 

11.71 

0.05 

0.46 

13.60 

13.78 

13.81 

13.73 

0.12 

0.84 

13.26 

13.20 

12.93 

13.13 

0.18 

1.34 

12.52 

12.61 

12.67 

12.60 

0.07 

0.59 

11.82 

11.91 

11.93 

11.89 

0.06 

0.52 
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Table S5. Results of total phenolic content month by month mg GAE/ g, Mentha x villosa. 

 

 Months Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sept Oct Nov Dec 

 

Triplicate 

 

Mean 

Error 

Relative error 

 

142.76 

142.65 

139.70 

141.70 

1.73 

1.22 

95.87 

94.94 

95.94 

95.58 

0.56 

0.59 

96.72 

91.60 

94.90 

94.41 

2.59 

2.75 

149.70 

143.27 

141.721 

144.90 

4.23 

2.92 

115.48 

108.31 

108.27 

110.69 

4.15 

3.75 

88.74 

88.00 

91.22 

89.32 

1.68 

1.89 

106.66 

107.11 

107.42 

107.06 

0.38 

0.35 

116,26 

113,16 

118,70 

116,04 

2,78 

2,39 

147,61 

146,06 

147,42 

147,03 

0,84 

0,57 

115,17 

120,60 

120,79 

118,85 

0,64 

0,54 

123,04 

124,63 

125,13 

124,27 

1,09 

0,88 

130,44 

133,54 

132,57 

132,19 

1,59 

1,20 

 

 

Table S7. Results of total flavonoid content month by month mg querc/ g, Mentha x villosa 

 Months Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sept Oct Nov Dec 

 

Triplicate 

 

Mean 

Error 

Relative error 

 

16.21 

16.46 

17.51 

16.73 

0.68 

4.10 

15.73 

15.25 

15.33 

15.44 

0.26 

1.68 

18.26 

18.23 

18.40 

18.30 

0.09 

0.47 

29.44 

27.59 

29.12 

28.72 

0.99 

3.45 

10.49 

10.09 

10.41 

10.33 

0.21 

2.06 

Nd 

Nd 

Nd 

Nd 

Nd 

Nd 

21.49 

21.57 

21.57 

21.54 

0.05 

0.22 

24.52 

25.57 

25.49 

25.20 

0.58 

2.32 

20.06 

21.19 

21.35 

20.87 

0.70 

3.37 

16.92 

17.64 

18.37 

17.64 

0.72 

4.11 

21.38 

22.02 

22.59 

22.00 

0.60 

2.75 

20.76 

20.20 

20.03 

20.33 

0.38 

1.87 

*Nd = Not detected 
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Table S7. EC50 results month by month in µg/ml, Mentha x villosa. 

 Months Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sept Oct Nov Dec 

 

Triplicate 

 

Mean 

Error 

Relative error 

 

76.47 

7446 

77.06 

75.99 

1.37 

1.80 

114.78 

116.11 

114.67 

115.19 

0.80 

0.70 

117.96 

122.15 

123.14 

121.08 

2.75 

2.27 

80.70 

79.89 

82.64 

81.08 

1.41 

1.74 

104.29 

106.14 

105.42 

105.28 

0.93 

0.89 

153.76 

150.10 

150.50 

151.45 

2.00 

1.32 

105.31 

105.99 

107.65 

106.32 

1.20 

1.13 

94.99 

97.09 

95.16 

95.74 

1.17 

1.22 

79.85 

79.59 

80.30 

79.91 

0.36 

0.45 

99.96 

101.88 

100.44 

100.76 

1.00 

0.99 

85.18 

86.59 

87.67 

86.48 

1.25 

1.44 

75.73 

73.88 

75.66 

75.09 

1.04 

1.39 

 

Table S9. Radiation data used (kJ/m²). 

 Mont

hs 

Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sept Oct Nov Dec 

1 

 

2 

 

3 

 

197641.0

60 

201835.6

71 

224238.6

60 

203520.4

60 

163412.7

57 

182924.8

30 

181576.3

22 

144502.0

35 

211545.2

21 

196133.0

69 

160850.6

20 

190800.9

70 

154980.2

28 

171977.4

00 

184121.1

31 

173300.5

73 

80859.91

40 

170916.4

86 

164603.5

83 

150842.7

13 

168212.9

62 

182309.0

39 

150422.6

67 

219538.0

95 

177154.3

11 

177392.4

23 

238614.4

00 

224129.1

73 

189475.6

18 

228766.0

61 

221421.1

93 

205187.5

61 

260510.4

39 

260510.4

39 

191501.7

64 

254396.4

50 
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Table S10. Precipitation levels used (mm³). 

 Months Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sept Oct Nov Dec 

1 

2 

3 

 

2.0 

1.8 

32.6 

38.4 

111.6 

2.6 

36.6 

103.2 

109.2 

83.0 

41.0 

71.4 

90.2 

22.8 

71.0 

73.6 

554.2 

101.0 

85.4 

52.4 

225.0 

21.8 

27.2 

30.6 

34.0 

11.8 

24.0 

0.2 

27.4 

4.0 

0.2 

0.0 

0.0 

0.2 

13.6 

5.6 
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Figure S1. Calibration curve of Quercetin. 

 

 

 

Figure S2. Calibration curve of Gallic acid standard. 

 

 

Figure S3. Rosmarinic acid stardand linear regression for its quantification in M. x villosa and P. 

amboinicus. 
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Figure S4. Superimposed chromatograms of rosmarinic acid triplicate (retention times at 18.24; 

17.65; 17.69 min) for its quantification in January, Mentha x villosa. 

 

 

 

Figure S5. Superimposed chromatograms of rosmarinic acid triplicate (retention times 

approximately at 17.60 min) for its quantification in February, Mentha x villosa. 

 

Figure S6. Superimposed chromatograms of rosmarinic acid triplicate (retention times 

approximately at 17.60 min) for its quantification in March, Mentha x villosa. 
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Figure S7. Superimposed chromatograms of rosmarinic acid triplicate (retention times at 17.65; 

17.53; 17.52 min) for its quantification in April, Mentha x villosa. 

 

 

Figure S8. Superimposed chromatograms of rosmarinic acid triplicate (retention times 

approximately at 17.60 min) for its quantification in May, Mentha x villosa. 

 

 

Figure S9. Superimposed chromatograms of rosmarinic acid triplicate (retention times 

approximately at 17.53 min) for its quantification in June, Mentha x villosa. 
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Figure S10. Superimposed chromatograms of rosmarinic acid triplicate (retention times 

approximately at 17.60 min) for its quantification in July, Mentha x villosa. 

 

 

Figure S11. Superimposed chromatograms of rosmarinic acid triplicate (retention times 

approximately at 17.60 min) for its quantification in August, Mentha x villosa. 

 

Figure S12. Superimposed chromatograms of rosmarinic acid triplicate (retention times 

approximately at 17.60 min) for its quantification in September, Mentha x villosa. 
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Figure S13. Superimposed chromatograms of rosmarinic acid triplicate (retention times 

approximately at 17.63 min) for its quantification in October, Mentha x villosa. 

 

 

Figure S14. Superimposed chromatograms of rosmarinic acid triplicate (retention times 

approximately at 17.72 min) for its quantification in November, Mentha x villosa. 

 

Figure S15. Superimposed chromatograms of rosmarinic acid triplicate (retention times at 17.72; 

17.71; 17.92 min) for its quantification in December, Mentha x villosa. 
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Abstract:  

Mentha x villosa tem sido utilizada na medicina popular como antimicrobiana e anti-

inflamatória. Seus metabólitos não voláteis são representados principalmente por ácidos 

fenólicos e flavonóides. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade 

fotoprotetora do extrato otimizado de Mentha x villosa (MV-OE). Primeiro, a otimização 

da extração de polifenóis totais e ácido rosmarínico (AR) foi conduzida por planejamento 

fatorial. Análises de PCA, LC-HRMS e desreplicação MSn foram executadas para 

identificar os compostos presentes em M. x villosa e entender quais substâncias tiveram 

sua extração favorecida pelo planejamento fatorial. Após a otimização da extração, foram 

determinados os teores de polifenóis e AR, atividade antioxidante, FPS, FPUVA e 

comprimento de onda crítico. As melhores condições de extração foram etanol 70% e 

relação pó:solvente a 5%, obtendo-se 264,58 mg EAG/g e 101,96 mg/g de polifenóis e 

AR, respectivamente. A PCA revelou que 7 componentes principais contribuíram para 

diferenciar as amostras, com base na análise de LC-MS essas características foram 

identificadas como polifenóis, juntamente com outros 23 compostos. A atividade de 

eliminação de DPPH e ABTS de MV-OE foi CE50 = 42,44 µg/mL e 322,87 µg/mL, 

respectivamente. Já em relação a atividade da tirosinase, o MV-OE inibiu 64,28% na 

concentração de 25 µg/mL. As formulações 5 e 6 apresentaram os melhores valores de 

FPS e FPUVA, 23,20 e 30,63; 12,25 e 26,53, potencializando o FPS do metoxicinamato 

de etilhexila, mostrando que o MV-OE tem um grande potencial fotoprotetor, pois 

demonstrou importante proteção de amplo espectro contra os raios UVA e UVB, 

associada à atividade antioxidante. 
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Palavras-chave: Mentha x villosa, FPS, FPUVA, radiação ultravioleta, CL-EM, 

antioxidante, planejamento fatorial. 

 

 

 

1. Introdução 

 

 A radiação ultravioleta do sol (UV) é uma forma de radiação não ionizante e pode 

ser dividida em UVC (100 - 290 nm), UVB (290 - 320 nm) e UVA (320 - 400 nm). 95% 

da radiação UV que atinge o solo terrestre é composta por raios UVA e 5% dela 

corresponde a raios UVB. Ambos os tipos de raios UV (RUV) são perigosos para a pele 

humana e muitos efeitos agudos (principalmente queimaduras solares e bronzeamento da 

pele) e crônicos podem aparecer devido à superexposição a esse tipo de radiação. Os 

principais efeitos crônicos associados a ela são alterações celulares e degenerativas, 

fotoenvelhecimento e câncer de pele (1–3). Assim, recomenda-se o uso diário de 

protetores solares tanto por via oral quanto tópica. Os protetores solares tópicos 

geralmente são compostos por filtros químicos e/ou físicos, que atuam diretamente contra 

a radiação UV, mas também são adicionados agentes antioxidantes para neutralizar os 

radicais livres produzidos após a exposição solar (4). 

 Como as plantas são constantemente atingidas pela RUV, elas desenvolveram 

muitos mecanismos para se proteger dela, produzindo metabólitos secundários capazes 

de evitar os danos da RUV (5). Assim, uma estratégia interessante que vem sendo 

utilizada pela indústria é adicionar extratos vegetais ricos em compostos fenólicos em 

formulações fotoprotetoras associadas a filtros UV, a fim de intensificar a eficácia final 

do produto (6,7), devido à versatilidade dos polifenóis e suas atividades biológicas (8). 

 Os metabólitos secundários obtidos a partir de extratos vegetais são influenciados 

pelo método de extração, solvente, parte da planta e proporção do fármaco utilizado. 

Assim, avaliar todas essas variáveis é importante para produzir extratos enriquecidos, 

principalmente para garantir a reprodutibilidade e qualidade dos produtos obtidos. Esses 

efeitos podem ser avaliados pela realização de planejamentos fatoriais, que permitem 

compreender a influência de cada fator, bem como seus efeitos conjuntos (9,10). Outro 

ponto importante para garantir a segurança de formulações contendo extratos vegetais são 

os avanços na caracterização de compostos em métodos analíticos, como a espectrometria 

de massas, que permitiram desreplicar compostos com alta sensibilidade, (11,12). Assim, 

métodos estatísticos e físicos combinados podem nos fornecer um grande conhecimento 

da composição dos extratos e como melhorá-la de acordo com as atividades biológicas 

desejadas (10). 

 Assim, considerando o quão promissores os produtos naturais podem ser como 

protetores solares, principalmente quando os polifenóis estão presentes, a família 

Lamiaceae apresenta um grande potencial, pois muitos de seus membros já são utilizados 

na área da saúde (13,14), e é a principal fonte natural de produtos cosméticos (15,16). 

Membro de Lamiaceae, Mentha x villosa é popularmente chamada de hortelã-da-folha-

miúda, no Brasil. Popularmente, M. x villosa e outras espécies de Mentha têm um grande 

papel na indústria de óleos essenciais e na culinária, sendo utilizadas em sucos, chás, 

saladas e aromatizantes, mas também na medicina popular para tratar infecções de pele e 

microbianas, distúrbios gastrointestinais e respiratórios, resfriados, febre, diabetes, 

inflamação, etc (17-21). 

 No entanto, os extratos não voláteis de M. x villosa também têm mostrado um 

potencial biológico interessante, principalmente como antioxidante, uma vez que são 

compostos por polifenóis, como os ácidos fenólicos, representados principalmente pelo 
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ácido rosmarínico (RA) e flavonóides, como demonstrado em estudos de (22-25). 

Atividades antibacterianas, citotóxicas e analgésicas também têm sido observadas na 

literatura (26,27). Assim, de acordo com o perfil histórico de atividades biológicas de M. 

x villosa, começamos a estudar sua atividade fotoprotetora em estudo anterior (28), cuja 

as partes aéreas apresentaram FPS = 13,73 em setembro. Assim, neste trabalho 

pretendemos continuar avaliando a atividade fotoprotetora de M. x villosa otimizando a 

extração de polifenóis e AR, caracterizando seus compostos fenólicos e testando seu FPS, 

FPUVA, comprimento de onda crítico e atividade antioxidante. 

 

2. Materiais e métodos 

 

 

2.1. Material vegetal 

 

 As folhas de Mentha x villosa Hudson (1 kg) foram coletadas às 8h do dia 7 de 

fevereiro de 2022, na Universidade Federal da Paraíba, Instituto de Pesquisa em 

Fármacos e Medicamentos (coordenadas 7° 8′ 29.875′′ S/34° 50′ 48.757′′ W ), Campus 

I, João Pessoa, PB. Um exemplar desta espécie foi depositado no Herbário Prisco 

Bezerra, da Universidade Federal do Ceará, Fortaleza-CE, sob o nº 14.996 e esta planta 

também foi registrada na plataforma do Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio 

Genético e Conhecimentos Tradicionais Associados (SISGEN) sob referência número 

A3BA60D. Logo após a coleta, as folhas foram secas em estufa de ar circulante por 

72h. Após determinação das condições ideais por meio de planejamento fatorial para 

a produção de um extrato de M. x villosa enriquecido em polifenóis, o material seco 

(125 g) foi submetido à extração por turbólise (2,5 L de etanol 70%) em 4 ciclos de 30 

segundos, com 5 min de intervalo. Após o procedimento de extração, o solvente foi 

removido em rotaevaporador, obtendo-se 24,25 g de extrato otimizado de M. x villosa 

(MV-OE). 

 

2.2. Químicos e reagentes 

 

 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (radical DPPH), 2,2'-Azino-bis(ácido 3-

etilbenztiazolina-6-sulfônico (ABTS), trolox, reagente Folin-Ciocalteu, ácido gálico, 

ácido ascórbico, ácido rosmarínico, carbonato de sódio, cloreto de alumínio (Al2Cl3), 

etilhexilmetoxicinamato e persulfato de amônio foram todos obtidos da Sigma 

Aldrich®, EUA. Os solventes utilizados foram metanol (Tedia®, grau HPLC), ácido 

fosfórico (Proquimios®), ácido fórmico (J. T. Baker®), e água ultrapura obtida de um 

sistema de purificação Milli-Q-Millipore®. 

 

2.3. Otimização da extração de polifenóis e AR de M. x villosa 

 

 Para produzir um extrato de M. x villosa enriquecido em polifenóis, um 

planejamento fatorial 22 com pontos centrais foi usado para estudar como a proporção 

da planta (2,5, 5 e 7,5 %, p/v) e a concentração de etanol (50, 70 e 90 %, v /v) influencia 

na resposta selecionada, a fim de otimizar a extração dos polifenóis totais presentes na 

espécie estudada. Assim, foram utilizados dois níveis diferentes de variáveis 

independentes: percentagem de etanol, superior (+1, correspondendo a 90%), inferior 

(-1, 50%) e um ponto central (0, 70%); proporção da planta (relação pó:solvente) nível 

superior (+1, 7,5%), inferior (-1, 2,5%) e um ponto central (0, 5%). 22,5 g de folhas 

secas foram usados para realizar esses experimentos. 
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 A extração foi realizada por turbólise, utilizando 4 ciclos de 30 segundos, com 5 

min de intervalo (tempo total 20 min). Após a turbólise, todos os extratos foram secos 

em rotaevaporador a 40 °C e foram avaliados o teor de polifenóis totais, teor de ácido 

rosmarínico (AR), eficiência extrativa e resíduo seco. O extrato com maior teor de 

polifenóis foi selecionado para dar continuidade aos ensaios biológicos e foi 

codificado como MV-OE. 

 

2.3.1. Eficiência da extração 

 

  Eficiência extrativa (EE) significa a capacidade do solvente de extrair 

polifenóis, nesse caso. Assim, a EE foi avaliada como resposta e calculada pela 

Eq. (1). 

 

 

𝐸𝐸 =
𝑇𝑃𝑇

𝑅𝑆
               (1) 

 

Onde, 

EE = eficiência da extração; TPT = teor de polifenóis totais; RS = resíduo seco 

 

 

2.3.2. Resíduo seco 

 

  O resíduo seco (RS) foi determinado seguindo a metodologia descrita em 

(29). Assim, amostras de 2 g de cada extração (antes da secagem) foram 

transferidas para cristalizadores e o solvente foi evaporado em banho-maria, em 

seguida, foram transferidos para uma incubadora a 100-105 °C por três horas. 

Posteriormente, foi obtido o peso de cada amostra restante e o resíduo seco foi 

determinado. 

 

2.3.3. Condições cromatográficas 

 

  A separação por CL foi realizada em Cromatografia Líquida de Alto 

Desempenho (HPLC) Shimadzu (Kyoto, Japão). As amostras (20 μL) foram 

carregadas em uma coluna analítica Kromasil C18 5 μm 100Å, 250 × 4,6 mm 

(Kromasil, Bohus, Suécia) e a fase móvel foi composta por 0,1% de ácido fórmico 

em água (solvente A) e metanol (solvente B). Um gradiente linear exploratório (5 

a 100% B) foi realizado para eluição em 25 min a uma vazão de 600 μL·min−1 

para compor a análise de PCA. Um Gradiente linear de 95 min nas mesmas 

condições acima foi usado para desreplicar as amostras obtidas a partir do 

planejamento fatorial (30). 

 

2.3.4. Condições da espectrometria de massas 

 

  O sistema de HPLC foi acoplado a um espectrômetro de massa 

microOTOF II (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA) contendo uma fonte de 

íons de eletrospray (ESI) para obter espectros de massa de alta resolução. Os 

parâmetros aplicados foram: capilar 4,5 kV, ESI em modo negativo, placa final 
offset 500 V, nebulizador 40 psi, gás seco (N2) com vazão de 8 mL/min e 
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temperatura de 200°C. Os espectros de massa (m/z 50–1000) foram registrados a 

cada 2 s. O sistema de HPLC foi acoplado a um ESI Ion Trap Amazon X (Bruker 

Daltonics, Billerica, MA, EUA) operado nas mesmas condições de instrumento 

usadas acima. Os compostos desreplicados foram identificados com base na 

comparação dos dados de MS/MS com os padrões internos e a literatura. 

 

2.3.5. Análise de compontentes principais (PCA) 

 

  Para realizar a PCA, os arquivos espectrais LC-HRMS foram convertidos 

para o formato MzXML usando DataAnalysis 4.2 (Bruker). Os dados foram pré-

processados (detecção de recursos, alinhamento de amostras e correspondência de 

pico) no XCMS online (31). Os valores integrais de cada característica (m/z) 

foram analisados em função do tempo de retenção. Depois disso, os arquivos 

foram convertidos para o formato csv. A análise de componentes principais (PCA) 

dos dados foi realizada no Unscrambler, versão 10.4 (CAMO Process AS, 

Noruega). A normalização de área foi aplicada a cada amostra. 

 

2.4. Quantificação do teor de fenólicos totais 

 

 Para este ensaio (32), foram preparadas amostras triplicadas de 1mg/ml e, no 

escuro, uma alíquota de 120 µl de cada foi transferida para eppendorffs contendo 500 

µl de reagente Folin-Ciocalteu (10%), então após 8 min em repouso, adicionou-se 400 

µl de solução de carbonato de sódio (7,5%) e manteve-se em repouso por 120 min, à 

temperatura ambiente. Enquanto isso, as amostras foram transferidas de eppendorffs 

para placas de 96 poços para leitura posterior a 765 nm em um leitor de microplacas 

(H1M, Biotek®). 

 O ácido gálico foi utilizado como padrão para a construção de uma curva de 

regressão linear, as concentrações utilizadas foram 100, 150, 200, 250 e 300 µg/ml. 

Os resultados foram expressos em mg GAE/g da amostra. 

 

2.5. Quantificação de AR 

 

O teor de AR em M. x villosa foi determinado usando um método analítico de 

HPLC-DAD (28). As amostras de extratos e padrão foram feitas em triplicata com 

solução diluente na concentração de 1:1 MeOH:água acidificada (0,1% de H3PO4), 

posteriormente foram filtradas. Assim, uma curva de calibração foi construída usando 

um padrão AR a 5, 10, 20, 40, 80 e 160 µg/ml. 

O sistema HPLC usado da Shimadzu® (destaque) é equipado com módulo de 

bombeamento de solvente quaternário LC-20AT, auto-injetor SIL-20A HT, sistema 

de desgaseificação DGU-20A5R, forno de coluna CTO-20A, detector SPD-M20A 

diodo array e CBM- controlador de 20A. A coluna utilizada foi Kromasil® C18 (250 

mm × 4,6 mm i.a. preenchida com partículas de 5 µm) (Sigma Aldrich®) com pré-

coluna SecurityGuard Gemini® C18 (4 mm × 3,0 mm i.a. preenchida com partículas 

de 5 µm). O software LC Solution® (Shimadzu®) foi utilizado para controle do 

equipamento, aquisição e análise de dados. A vazão utilizada foi de 1 mL/min, volume 

de injeção de 20 µL, temperatura do forno de 26 ◦C e comprimento de onda de 330 

nm. A fase móvel A foi composta por água acidificada (0,1% de H3PO4) e metanol 

foi usado como fase móvel B. 

A corrida foi feita em modo gradiente e inicia-se com 38% da fase móvel B 

(metanol), depois aos 5 min atinge 42%, permanecendo nesta concentração até 9 min. 
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De 9 a 12 min, o gradiente muda de 42 a 45% de B, chegando a 50% em 15 min. De 

15 a 17 min, retorna a 45%, e permanece nessa concentração até 20 min, quando 

retorna à condição inicial a 38% de B, parando em 24 min. 

 

2.6. Atividade sequestradora de radicais DPPH 

 

A atividade sequestrante de MV-OE foi avaliada de acordo com o método DPPH 

descrito por (33), mas usando metanol como solvente. Então, primeiro, 5 

concentrações (10, 20, 40, 60 e 80 µg/ml) da amostra foram preparadas a partir de uma 

solução estoque de 1 mg/ml, em seguida, 100 µl delas foram transferidas para placas 

de 96 poços e 100 µl de uma solução de DPPH 0,3 mM foi adicionada a todas as 

amostras. A reação foi mantida em repouso e ao abrigo da luz por 30 min e, em 

seguida, a leitura foi feita a 518 nm em um leitor de microplacas (H1M, Biotek®). O 

mesmo procedimento foi utilizado para o controle positivo, ácido ascórbico (AA) 

utilizando 5, 7,5, 10, 12,5, 15 e 17,5 µg/ml. Além disso, é necessário um controle 

negativo para o ensaio, que é composto por 100 µl de solução de DPPH e 100 µl de 

metanol. A atividade de sequestradora (AS) de todas as amostras foi calculada pela 

seguinte Eq. (2). De acordo com a atividade de eliminação para cada concentração, as 

curvas de calibração de cada amostra foram calculadas e os resultados foram expressos 

como CE50. 

 

 

𝐴𝑆 (%) = (
𝐴𝐵𝑆𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜−𝐴𝐵𝑆𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝐵𝑆𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜
) 𝑥100           (2) 

 

 

2.7. Atividade sequestradora de radicais ABTS 

 

 A descoloração do ABTS foi avaliada seguindo o protocolo descrito por (34). 

Primeiro, soluções estoque 7 mM ABTS e 245 mM APS foram preparadas usando 

água ultrapura e, após, 5,05 µl de solução APS foram adicionados a 500 µl de solução 

estoque ABTS. Esta solução foi incubada durante a noite (12-16h) no escuro à 

temperatura ambiente, para que o radical ABTS pudesse ser criado. Em seguida, 
preparou-se uma solução de radical ABTS capaz de absorver 0,700 a 734 nm diluindo 

10 µl de solução estoque de radical ABTS em 1 ml de água ultrapura. Em seguida, 

preparou-se solução estoque de controle positivo (trolox a 2mM) e várias soluções de 

trolox em concentrações de 12,5 a 400 µM foram feitas em sequência, a fim de obter 

uma curva de calibração. Assim, as soluções estoques das amostras foram feitas a 1 

mg/ml e 5 soluções diluídas (100 a 500 µg/ml) foram feitas a partir dela. 

 O ensaio foi realizado adicionando 10 µl de cada diluição de amostra em placa de 

96 poços em triplicado e 190 µl de solução diluída ABTS. O mesmo procedimento foi 

feito para o controle positivo e foi feito um controle negativo utilizando 190 µl de 

solução diluída de ABTS com 10 µl de água ultrapura. A placa foi incubada por 5 

minutos, no escuro, e a absorbância foi lida a 734 nm em um leitor de microplacas 

(H1M, Biotek®). A descoloração (%) foi calculada pela Eq. (3). Os resultados foram 

expressos como CE50. 

 

 

𝐷𝑒𝑠𝑐𝑜𝑙𝑜𝑟𝑎çã𝑜 (%) = (
𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝐴𝐵𝑆−𝐴𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 𝐴𝐵𝑆

𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝐴𝐵𝑆
)𝑥100            (3) 
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 Depois disso, a capacidade antioxidante da amostra foi calculada em relação à 

curva de calibração do trolox, como segue, Eq. (4). 

 

𝑇𝑟𝑜𝑙𝑜𝑥 𝑒𝑞 (𝑚𝑔/𝑚𝑔) =
𝐷𝑒𝑠𝑐𝑜𝑙𝑜𝑟𝑎çã𝑜 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎(%)−𝑏

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çç𝑎𝑜 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
             (4) 

 

 

2.8. Determinação in vitro do fator de proteção solar (FPS), fator de proteção UVA 

(FPUVA) e comprimento de onda crítico 

 

As formulações foram preparadas para avaliar o FPS in vitro, usando MV-OE e 

um filtro químico, metoxicinamato de etilhexila, Tabela 1. Assim, o FPS das 

formulações foi determinado usando o Optometrics SPF-290S Analyzer (Optometrics 

Corporation, Essex, Reino Unido). 110 mg de cada amostra foram espalhados em uma 

fita Transpore® (50 cm²) (3M, MN, EUA), a fim de obter um filme de 2 mg/cm2. As 

amostras foram submetidas a um simulador solar de arco de xenônio de 125 W CW, 

que mediu sua transmitância (T) realizando 12 varreduras em diferentes pontos de cada 

formulação na fita Transpore®. A medição da transmitância (T) foi feita de 290 a 400 

nm com um intervalo de 2 nm. O valor do fator de proteção monocromático foi 

calculado para os comprimentos de onda selecionados usando a Eq. (5), FPS, UVA-

PF e comprimento de onda crítico (λc) foram calculados pela Eq. (6), (7), (8), 

respectivamente. Amostras com comprimento de onda crítico (λc) superior a 370 nm 

foram consideradas com proteção de amplo espectro (Tabela 2). 

 

 
Tabela 1 Composição das formulações preparadas. 

Formulações  Ingredientes 
Composição 

quantitativa (%, w/w) 

1  
MV-OE 

Creme Polawax®  

5% 

q.s.p 

2  

MV-OE 

Metoxicinnamato de Etilhexila 

Creme Polawax® 

5% 

1% 

q.s.p 

3  

MV-OE 

Metoxicinnamato de Etilhexila 

Creme Polawax® 

5% 

3% 

q.s.p 

4  
MV-OE 

Creme Polawax® 

10% 

q.s.p 

5  

MV-OE 

Metoxicinnamato de Etilhexila 

Creme Polawax® 

10% 

1% 

q.s.p 

6  

MV-OE 

Metoxicinnamato de Etilhexila 

Creme Polawax® 

10% 

3% 

q.s.p 

7  
Metoxicinnamato de Etilhexila 

Creme Polawax® 

1% 

q.s.p 

8  
Metoxicinnamato de Etilhexila 

Creme Polawax® 

3% 

q.s.p 
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𝐹𝑃𝑀 =
1

𝑇
                (5) 

 

𝐹𝑃𝑆 =
∑ 𝐸𝜆.𝐵𝜆400

290

∑
𝐸𝜆.𝐵𝜆

𝑀𝑃𝐹𝜆
400
290

                (6) 

        

𝐹𝑃𝑈𝑉𝐴 =
∑ 𝐸𝜆.𝑃𝜆400

290

∑
𝐸𝜆.𝑃𝜆

𝑀𝑃𝐹𝜆
400
290

               (7) 

𝑅 =
∫ 𝐴𝜆.𝑑𝜆

𝜆
290 𝑛𝑚

∫ 𝐴𝜆.𝑑𝜆
400 𝑛𝑚

290 𝑛𝑚

                (8) 

 

 

 Onde, E = Irradiância espectral da luz solar terrestre (sob condições controladas), 

B = Eficácia do eritema, MPF = Fator de proteção monocromático e P = Espectro de 

ação do escurecimento do pigmento persistente (PPD), A = absorbância (35). 

 

 

 
Tabela 2. Intervalo de comprimento de onda crítico e sua relação com o nível de proteção e relação 

UVA/UVB (36,37). 

λc Nível de proteção (razão UVA/UVB) 

340 nm ≤ λ < 370 nm Intermediária 

λc > 370 nm Amplo espectro 

 

 

 

2.9. Análise estatística 

 

 A análise estatística de desenho fatorial foi realizada por ANOVA e uma equação 

polinomial de segunda ordem foi determinada pelo método Partial Less Square (PLS), 

utilizando o software STATISTICA® 6.0 (StatSoft, EUA). 

 ANOVA one way e teste de Tukey também foram utilizados para análise 

estatística de DPPH, ABTS, polifenóis totais, e quantificação do teor de AR. 

 

 

3. Resultados e discussão 

 

3.1. Otimização da extração de polifenóis e AR de M. x villosa 

 

 Os resultados para teor de AR e polifenóis totais, resíduo seco e eficiência de 

extração podem ser encontrados na Tabela 3. O modelo proposto apresentou um bom 

coeficiente de correlações múltiplas (R²). Tanto para o teor de polifenóis totais (TPC 

= 27.39 – 3.20 b1 – 2.15 b1
2 – 1.18 b2 – 0.92 b1b2) quanto para a eficiência de extração 

EE = 15.45 + 1.38 b1 + 5.98 b1
2 – 10.75 b2 – 0.99 b1b2), os coeficientes de correlação 
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indicaram que mais de 99% da variância experimental pode ser explicada pelas 

equações obtidas. O modelo matemático ainda foi capaz de explicar mais de 98 e 97% 

das variâncias encontradas para resíduo seco (RS = 1.78 – 0.29 b1 – 0.21 b1
2 + 0.74 b2 

– 0.15 b1b2) e teor de ácido rosmarínico (AR = 9.30 + 1.23 b1 – 0.93 b1
2 + 0.63 b2 

+1.54 b1b2), respectivamente. 

 

 
Tabela 3. Matriz de planejamento Fatorial 2² com pontos centrais. 

Exp Variavéis codificadas Variavéis naturais 
AR 

(g%) 

TPT 

(g%) 

RS 

(g%) 
EE 

 
EtOH 

(%) 

P:S (%; 

m/v) 
EtOH (%) 

D:S (%; 

m/v) 
    

1 -1 -1 50 50 8.04 28.58 0.96 29.82 

2 1 -1 90 50 7.42 23.42 0.68 34.57 

3 -1 1 50 90 6.27 28.31 2.75 10.31 

4 1 1 90 90 11.79 20.66 1.86 11.09 

5 0 0 70 70 9.56 27.44 1.70 16.15 

6 0 0 70 70 9.21 27.46 1.79 15.33 

7 0 0 70 70 9.14 27.28 1.83 14.89 

Exp. = Experimento; P:S = razão pó/solvente; AR = ácido rosmarínico; RS = resíduo 

seco; TPT = teor de fenólicos totais; EE = eficiência de extração. 

 

3.1.2.  Teor de AT e TPT, Resíduo Seco (RS) e Eficiência de Extração (EE) 

 

 Tanto o teor de etanol quanto a proporção da planta (relação pó:solvente) tiveram 

influência significativa nas respostas estudadas. Os termos lineares, bem como suas 

interações, foram os que mais influenciaram nas respostas. 

 Através do gráfico de Pareto (Fig. S1) para o teor de RA, foi visto que a interação 

linear entre os fatores resultou em um rendimento maior do que os valores individuais 

de cada fator, além disso, foi observado no gráfico de superfície de resposta (Figura 

26A), ou seja, quanto maior o percentual de etanol e menor a proporção vegetal 

(relação pó:solvente, ou seja, +1, 7,5%), maior o teor de AR. A curvatura côncava 

apresentada no gráfico de superfície de resposta e no gráfico de contorno (Fig. S2), foi 

dada pelo valor positivo do termo quadrático. 
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Figura 26. Efeitos da porcentagem de etanol e proporção vegetal sobre o teor de AR, polifenóis e resíduo 

seco e, eficiência extrativa. A) Gráfico de superfície de resposta do teor de RA. B) Gráfico de superfície 

de resposta do teor total de polifenóis. C) Gráfico de superfície de resposta do teor de resíduos secos. 

D) Gráfico de superfície de resposta da eficiência de extração. 

 

 No gráfico de superfície de resposta (Figura 26B) para o teor de polifenóis totais, 

observou-se que a porcentagem de etanol exerce uma grande influência no modelo 

(conforme observado no gráfico de Pareto, Fig. S3), enquanto a proporção da planta 

(relação pó:solvente), embora também tenha uma influência significativa, é inferior ao 

percentual de etanol. No gráfico de contorno (Fig. S4), observa-se a mesma resposta, 

mas as linhas tendem a ser retas, não formando contornos, indicando a linearidade da 

resposta. A curvatura convexa apresentada no gráfico da superfície de resposta foi 

dada pelo valor negativo do termo quadrático. 

 Em relação aos resíduos secos, seria de se esperar que quanto maior a quantidade 

de droga utilizada, maior o teor de resíduos secos. No gráfico de Pareto (Fig. S5), 

observou-se que a proporção da planta (relação pó:solvente) é o termo que mais 

influencia a resposta, o que foi corroborado pela análise do gráfico de superfície de 

resposta (Figura 26C), onde é visto que quando a relação pó:solvente está no nível 

mais baixo (-1), isso influencia na diminuição da quantidade de resíduos secos gerados. 

Quando esta relação está no nível superior (+1), a quantidade de resíduo seco é maior, 

o que também é visto no gráfico de contorno (Fig. S6). 

 Para eficiência de extração, por meio do gráfico de Pareto (Fig. S7), o termo mais 

significativo é proporção da planta (relação pó:solvente), além disso, no gráfico de 

superfície de resposta (Figura 26D), observa-se que embora haja influência do 

percentual de etanol para a resposta, a maior influência é apresentada pela relação 

pó:solvente. Assim, para aumentar a eficiência da extração, a melhor condição seria a 

proporção de planta em 2,5% (-1) e a porcentagem de etanol em 90% (+1). Isso 

também pode ser visto no gráfico de contorno (Fig. S8). 
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 Assim, com base no que foi observado no gráfico de valores de predição e 

desejabilidade (Figs. S9) utilizado para encontrar o melhor valor na resposta conjunta, 

as condições ideais para as respostas obtidas referem-se aos pontos centrais utilizados, 

ou seja, 70% de percentual de etanol e 5% de proporção de planta (relação 

pó:solvente). 

 

 

3.2.  Análise de componentes principais (PCA) 

 

 A partir de uma matriz composta por amostras obtidas do planejamento fatorial, 

a análise de PCA revelou um padrão de discriminação para os experimentos 1, 2 e 4. 

No gráfico de pontos (Figura 27A), PC1 explicou 59% e PC2 21% da variância total, 

somando 80% no total. No gráfico de loadings (Figura 27B) os íons em m/z = 

525,1780, 359,0776, 609,1841, 593,1521, 305,0708, 461,0742 e 493,1150 foram os 

que contribuíram para a discriminação entre as amostras. A fim de identificar esses 

compostos principais, um estudo aprofundado de seus padrões de fragmentação 

também foi realizado por experimentos de espectrometria de massa em tandem (MSn) 

e HRMS, como segue na Tabela 4. 

 

 

 

 

 

Figura 27. Resultados da PCA usando amostras do planejamento fatorial. A) Gráfico de pontos da 

análise PCA. B) Gráfico de loadings da análise de PCA. EXP = experimento; M = massa; T = tempo. 
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 Com base nos resultados da análise de PCA (Figura 27) e desreplicação (Tabela 4) 

observamos que a proporção da planta e o percentual de etanol são variáveis 

importantes para potencializar a extração de AR e polifenóis de M. x villosa, 

corroborando com resultados encontrados no planejamento fatorial. Quanto à 

composição associada de cada grupo; ácido salvianólico (m/z 493,1150) e sulfato de 

12-hidroxijasmonato (m/z 305,0708) contribuíram para o perfil semelhante observado 

no extrato bruto obtido pelos experimentos 3,5,6 e 7. Considerando a presença do 

composto em m/z 461,0742, identificado como luteolina glicuronídeo I, colaborou 

para a discriminação do grupo 1. Além disso, os experimentos 2 e 4 diferem entre si 

pela presença de hesperidina (m/z 609,1841), luteolina rutinosídeo (m/z 593,1521), 

ácido rosmarínico (m/z 359,0776) e um derivado de ácido rosmarínico (m/z 525,1780), 

respectivamente. Assim, considerando que os polifenóis, assim como os AR são 

importantes para a atividade fotoprotetora de M. x villosa, os pontos centrais 

(experimentos 5,6 e 7) são a melhor condição para melhor rendimento dos mesmos, o 

que corrobora com os gráficos de valores de predição e desejabilidade obtidos a partir 

da análise de planejamento fatorial.
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Tabela 4. Compostos tentativamente identificados do extrato de M. x villosa por HPLC-ESI-MSn. 

Pico T.R [M-H]- 
Formula 

Molecular 

Erro 

(ppm) 
MSn m/z Composto Referência 

1 5.5 191.0558 C7H12O6 1.6 EM2 [191]: 173, 127, 93, 85 Ácido quínico 

(BASTOS et al., 2007; 

SALDANHA; VILEGAS; 

DOKKEDAL, 2013) 

2 20.0 315.0715 C13H16O9 2.1 
EM2 [315]: 153 

EM3 [315→153]: 109 

Ácido 

protocatecuico 

hexosideo 

(CATARINO et al., 2018; 

VALLVERDÚ-

QUERALT et al., 2011) 

3 20.5 197.0453 C9H10O5 1.3 
EM2 [197]: 179 

EM3 [197→179]: 135 
Ácido salvianico A 

(CIRLINI et al., 2016; LIU 

et al., 2007a) 

4 23.7 353.0872 C16H18O9 1.8 

EM2 [353]: 191, 179,135 

EM3 [353→191]: 173, 
127,111, 93, 85 

Ácido 3-

caffeoilquinico  

(CLIFFORD; KNIGHT; 

KUHNERT, 2005; LIN; 

HARNLY, 2008; ZHANG 

et al., 2013) 

5 25.6 359.0967 C15H20O10 4.6 

EM2 [359]: 197 

EM3 [359→197]: 182, 153, 
138 

Ácido siríngico 

hexosideo 

(ELSADIG KARAR; 

KUHNERT, 2016; 

HOFMANN; NEBEHAJ; 

ALBERT, 2016) 

6 32.6 353.0885 C16H18O9 -2.0 
EM2 [353]: 191, 179, 173,135 

MS3 [353→173]: 111, 93 
Ácido 4-

caffeoilquinico  

(CLIFFORD; KNIGHT; 

KUHNERT, 2005; LIN; 

HARNLY, 2008; ZHANG 

et al., 2013) 

7 35.2 179.0356 C9H8O4 -3.3 EM2 [179]: 135 Ácido Cafeico 
(CHEN et al., 2011; 

KANG et al., 2016) 

8 35.4 387.1672 C18H28O9 -2,8 EM2 [387]: 369, 225, 207, 163 
Ácido tuberonico 

hexosideo 

(ABU-REIDAH et al., 

2019; QUIRANTES-PINÉ 

et al., 2010; TAAMALLI 

et al., 2015) 
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9 35.8 305.0708 C12H18O7S -2.4 EM2 [305]: 225 
12-hidroxi 

jasmonate sulfato 

(HAMANY DJANDE et 

al., 2022; KAPP et al., 

2020; MARZOUK et al., 

2018) 

10 37.9 593.1528 C27H30O15 -2.8 
EM2 [593]: 575, 503, 473, 

413, 383, 353 
Vicenina-2 (SILVA et al., 2015) 

11 39.4 537.1054 C27H22O12 -2.9 
EM2 [537]: 493, 313, 295 

EM3 [537→493]: 313, 295 
Ácido litospermico 

I 

(ZENG et al., 2006; ZHU 

et al., 2007) 

12 42.4 595.1674 C27H32O15 -1.0 

EM2 [595]: 287 

EM3 [595 → 287]: 269, 151, 
135, 125, 107 

Eriodictiol 

rutinosideo 

(BRITO et al., 2014; 

FABRE et al., 2001; 

ZHAO et al., 2013) 

13 43.1 717.1466 C36H30O16 -0,7 
EM2 [717]: 537, 519, 339, 321 

EM3 [717→519]: 339, 321 
Ácido salvianolico 

E 

(WANG et al., 2012a; 

ZHU et al., 2007) 

14 44.8 521.1291 C24H25O13 1.9 

EM3 [521]: 359 

EM2 [521→359]: 223, 197, 
179, 161 

Áido rosmarinio  

hexosideo 

(CIRLINI et al., 2016; 

MARTINS et al., 2015) 

15 46.9 579.1731 C27H32O14 -2.1 
EM2[579]: 271 

EM3[579→271]: 177, 151 
Narirutina 

(FABRE et al., 2001; SHI 

et al., 2007) 

16 47.2 593.1521 C27H30O15 -1.5 

EM2 [593]: 285 

EM3 [593→285]: 267, 257, 
243, 241, 213, 217, 197, 199, 

175, 151, 133 

Luteolina 

rutinosideo 
(CIRLINI et al., 2016) 

17 48.0 447.0940 C21H20O11 -1.6 

EM2 [447]: 285 

EM3 [447→285]: 267, 257, 
243, 241, 213, 217, 197, 199, 

175, 151, 133 

Luteolina 

hexosideo 

(PEREIRA et al., 2013; 

ZHANG et al., 2018) 

18 48.5 461.0742 C21H18O12 -3.7 EM2 [461]: 285 
Luteolina 

glucuronideo I 

(LI et al., 2016; PEREIRA 

et al., 2013) 
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EM3 [461→285]: 267, 257, 
243, 241, 213, 217, 197, 199, 

175, 151, 133 

19 48.9 609.1841 C28H34O15 -2,6 

EM2 [609]: 301 

EM3 [609→301]: 286, 283, 
258, 257, 151, 125 

Hesperidina 
(SPÍNOLA; PINTO; 

CASTILHO, 2015) 

20 49.6 609.1476 C27H30O16 -2.4 

EM2 [609]: 301 

EM3 [609→301]: 271, 179, 
151 

Rutina 
(LI et al., 2016; ZHU et al., 

2007) 

21 51.0 359.0776 C18H16O8 -0.9 EM2 [359]: 197, 179, 161 
Ácido 

rosmarinico* 
(ZENG et al., 2006) 

22 51.3 537.1046 C27H22O12 -1.3 

EM2 [537]: 493, 359 

EM3 [537→493]: 359, 313, 
295 

Ácido 

Litospermico II 

(CIRLINI et al., 2016; 

WANG et al., 2012b) 

23 52.0 607.1678 C28H32O15 -1.7 

EM2 [607]: 299, 284, 256 

EM3 [607→299]: 284 

EM3 [607→284]: 256, 151 

Diosmina 
(BRITO et al., 2014; 

JUSTESEN, 2000) 

24 57.1 461.0734 C21H18O12 -1.8 

EM2 [461]: 285 

EM3 [461→285]: 267, 257, 
243, 241, 213, 217, 197, 199, 

175, 151, 133 

Luteolina 

glucuronideo II 

(LI et al., 2016; PEREIRA 

et al., 2013) 

25 57.1 493.1150 C26H22O10 -1.9 

EM2 [493]: 359, 357, 313 

EM3 [493→359]: 223, 197, 
179, 161 

Ácido salvianolico 

A 

(BARROS et al., 2013; 

CIRLINI et al., 2016) 

26 57.4 593.1871 C28H34O14 0.8 

EM2 [593]: 285 

EM3 [593→285]: 270, 257, 
243, 241, 228, 226, 217,199, 

164, 151, 136, 125, 107 

Isosacuranetina 

rutinosideo  

(FABRE et al., 2001; 

ZHAO; CHANG; CHEN, 

2015) 
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27 62.0 285.0401 C15H10O6 1.4 

EM2 [285]: 267, 257, 243, 

241, 213, 217, 197, 199, 175, 

151, 133 

Luteolina (FABRE et al., 2001) 

28 64.2 313.0716 C17H14O6 0.5 
EM2 [313]: 269 

EM3 [313→269]: 159, 109 
Ácido salvianolico 

F 

(CIRLINI et al., 2016; LIU 

et al., 2007b) 

29 64.5 525.1780 C28H30O10 -2.6 

EM2[525]: 341, 359, 161, 179, 

221 

EM3 [525→359]: 

Derivado do ácido 

rosmarinic 
(CIRLINI et al., 2016) 

30 65.0 359.0776 C18H16O8 -0.9 

MS2 [359]: 344, 329, 313, 

179, 161 

MS3 [359→344]: 329 
Eupatina (SALEM et al., 2020) 

*Composto confirmado por padrão interno.
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3.3. Quantificação do teor de polifenóis e AR 

 

 Após a otimização da extração, o MV-OE foi produzido em maior escala e os teores de 

polifenóis totais e AR foram obtidos, resultando em 264,58 ± 2,83 mg EAG/g e 101,96 ± 

1,26 mg/g, respectivamente. Esses resultados corroboram com experimentos de 

planejamento fatorial realizados, uma vez que teores semelhantes de polifenóis totais e AR 

foram encontrados quando a escala de extração foi aumentada. 

 Além disso, os resultados encontrados podem demonstrar uma maneira mais eficaz de 

extrair polifenóis de M. x villosa ou do gênero Mentha em comparação com a literatura, 

como no estudo realizado por (22), que determinou o teor de polifenóis de treze espécies de 

Mentha (incluindo M. x villosa), através de seu extrato metanólico obtido por centrifugação. 

O maior teor de polifenóis encontrado entre todas as espécies foi de 58,93 ± 8,39 mg EAG/g, 

correspondente a M. suaveolens, que está relacionado a M. x villosa (52,61 ± 6,38 mg 

EAG/g). Em outro estudo realizado por (75), o extrato metanólico de M. pulegium exibiu 

157,99 mg GAE/ge (76), encontrou 206,58 mg EAG/g de polifenóis no extrato metanólico 

de M. pulegium. (77), também avaliaram o teor de polifenóis de seis diferentes espécies de 

Mentha e a maior concentração de polifenóis totais encontrada correspondeu ao extrato 

metanólico de M. aquatica (43,21 mg EAG/g). 

 As mesmas observações ocorrem quando se considera o teor de AR, (22), também 

avaliou o teor de AR, que variou de 1,36 a 2,56 mg/g, onde M. x villosa apresentou 2,30 

mg/g. (24), encontraram 17,9 ± 0,4 mg/g de AR no extrato aquoso de M. x villosa. Em outro 

estudo desenvolvido por (78), avaliou-se o teor de AR de três espécies de Mentha, e M. 

spicata apresentou a maior porcentagem desse metabólito (6,7 ± 1,1%, p/p), enquanto MV-

OE apresentou 10,2%. Assim, esses resultados nos levam a acreditar que usando 70% de 

etanol e proporção de planta (folhas secas) de 5%, extrai melhor os polifenóis da espécie 

Mentha, principalmente para fins industriais, considerando a toxicidade do metanol. 

 Ainda, considerando que os polifenóis são a principal classe de metabólitos secundários 

estudados na fotoproteção devido a sua estrutura química apresentar sistema cíclico e/ou 

duplas ligações conjugadas, mais de um anel aromático e grupos hidroxila, o aumento do 

teor de polifenóis do extrato pode aumentar sua atividade fotoprotetora, uma vez que podem 

atuar tanto como antioxidantes quanto fotoprotetores. Muitos mecanismos de como eles 

podem atuar já são conhecidos e estão relacionados à regulação de genes de fatores de 

transcrição (NF-kB e Nrf-2) e proteção ao estresse oxidativo, indução da síntese de colágeno 

e elastina, renovação celular da pele, absorção direta da radiação UV, inibição de 

colagenases e elastases e até mesmo ativação de mecanismos de reparo do DNA, o que ajuda 

a manter a integridade do tecido cutâneo (5,79-81). 

 

 

3.3. Atividade sequestradora de radicai DPPH e ABTS 

 

 A atividade antioxidante do MV-OE foi avaliada por sequestro de radicais DPPH e 

ABTS. Assim, em relação à atividade sequestrante de DPPH de MV-OE, apresentou um 

CE50 = 42,44 ± 0,28 µg/mL, que comparado ao nosso estudo anterior (28), onde avaliamos 

a atividade sequestrante de DPPH de M. x villosa durante 12 meses, a otimização de extração 

promoveu um importante aumento da atividade antioxidante de M. x villosa, uma vez que o 

melhor CE50 encontrado anteriormente foi de 75,09 µg/mL. 

 Este resultado provavelmente está relacionado ao aumento de polifenóis neste extrato, 

principalmente pelo aumento do teor de AR, uma vez que é o composto majoritário dos 

extratos de M. x villosa e está diretamente relacionado à sua atividade antioxidante, uma vez 

que a atividade antioxidante do AR tem sido bem relatada na literatura. Em experimentos 
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conduzidos por (82) em linhagens de células HaCaT, a AR apresentou capacidade 

citoprotetora, devido à eliminação de espécies reativas de oxigênio intracelular induzida por 

UVBR, também diminuiu o teor de proteínas carboniladas, a fragmentação do DNA e os 

níveis de 8-isoprostano, diminuindo o dano celular oxidativo e a indução de apoptose. A AR 

aumentou a expressão e a atividade de enzimas antioxidantes, como superóxido dismutase 

(SOD), catalase (CAT) e heme-oxigenase-1 (HO-1). (83) observaram que a AR mostrou 

proteção contra a peroxidação lipídica in vitro. 

 MV-OE demonstrou uma CE50 melhor do que outros resultados encontrados para 

espécies de Mentha, descritas na literatura. Em um estudo realizado por (84), que testou 

quatro espécies de Mentha, a melhor CE50 encontrada relacionado ao extrato etanólico foi 

para M. × piperita var. citrata (CE50 = 60,9 µg/mL) coletado em junho. Em outro estudo 

(21), que testou nove espécies de Mentha, apenas o extrato etanólico de menta-de-cavalo 

(M. longifolia) apresentou CE50 semelhante ao MV-OE, enquanto os outros oito extratos não 

apresentaram essa eficácia. (85), avaliaram a atividade de eliminação de DPPH de M. spicata 

e encontraram seu CE50 = 87,89 µg/mL. 

 Em relação à eliminação de radicais ABTS de MV-OE, apresentou uma CE50 = 322,87 

± 5,28 µg/mL, que é superior ao CE50 encontrada por (85) para M. spicata (173,80 μg/mL) 

e outros estudos da literatura (78, 86,87). Isso pode estar relacionado à dependência da 

capacidade antioxidante relativa (por exemplo, índice TEAC) da concentração de alguns 

antioxidantes, a dificuldade de algumas amostras completarem a reação em pouco tempo, 

pois após 30 min alguns antioxidantes ainda demonstram inibição gradual de radicais 

ABTS•+, e também o fato de que, às vezes, o número de grupos hidroxila se correlaciona 

exatamente com o valor de TEAC no ensaio ABTS/PP, conforme discutido por (88). 

 

2.3. Determinação in vitro do fator de proteção solar (FPS), fator de proteção UVA (FPUVA) 

e comprimento de onda crítico 

 

 Os resultados de FPS in vitro obtidos revelaram que 6 das 8 formulações apresentaram 

FPS superior ao mínimo exigido pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (91), que é ≥ 

6 in vivo, Tabela 5. Formulações 5 (MV-OE 10% + metoxicinamato de etilhexila 1%) e 6 

(MV-OE 10% + metoxicinamato de etilhexila 3%) demonstraram os maiores valores de FPS 

(23,20 e 30,63, respectivamente), mostrando que MV-OE foi capaz de potencializar o FPS de 

metoxicinamato de etilhexila, já que sem adição do extrato, as formulações compostas apenas 

pelo filtro químico (1 e 3%) tiveram os valores de FPS de 4,23 e 6,27. Esses resultados podem 

ser correlacionados com a concentração de polifenóis no MV-OE, como sugerimos em estudo 

anterior (28), onde pudemos observar que quanto maior o teor de polifenóis, maior o FPS de 

M. x villosa. 

 Além disso, em comparação com a literatura, o MV-OE apresenta resultados 

promissores, pois muitos estudos costumam utilizar metoxicinamato de etilhexila a 7% ou 

mais (92–95), o que tem sido relatado como um problema, pois é possível encontrar a presença 

desse filtro em quase todas as fontes de água. Experimentos in vitro mostraram que esse filtro 

químico aumentou a proliferação celular de células de câncer de mama MCF-7 e aumentou o 

peso uterino em ratos. Também tem sido encontrado em peixes, sendo causa de diversos tipos 

de danos a eles e bem como uma preocupação para a cadeia alimentar, visto que os níveis de 

bioacumulação de metoxicinamato de etilhexila estão aumentando, o que pode causar efeitos 

adversos no organismo humano (96-98). 
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Tabela 5. FPS, FPUVA e comprimento de onda crítico das formulações. 

Formulações 1 2 3 4 5 6 7 8 

FPS 
5,35 ± 

0,26 

13,15 ± 

0,67 

17,09 ± 

1,58 

9,74 ± 

2,20 

23,20 ± 

1,02 

30,63 ± 

2,10 

4,23 ± 

0,26 

6,27 ± 

0,47 

FPUVA 
4,27 ± 

0,17 

6,32 ± 

0,39 

8,01 ± 

0,94 

7,85 ± 

1,88 

12,25 ± 

0,26 

16,53 ± 

1,84 

1,65 ± 

0,06 

2,30 ± 

0,18 

Comprimento 

de onda 

crítico (nm) 

374,10 

± 0,26 

368,47 

± 0,32 

366,10 

± 0,62 

379,67 

± 0,25 

374,67 

± 0,30 

372,73 

± 0,40 

330,23 

± 0,21 

333,27 

± 1,62 

 

 

 Um protetor solar ideal requer atividade de amplo espectro contra a radiação UV, ou 

seja, deve proteger a pele contra a radiação UVA e UVB, pois ambas são igualmente perigosas 

para a pele. Assim, além do FPS, é importante avaliar o FPUVA, que segundo as Agências 

Reguladoras mundiais, deve corresponder, no mínimo, a 1/3 do valor do FPS (91,99,100). 

Com isso, os resultados também mostraram FPUVA promissores, principalmente para as 

formulações 5 e 6, já que FPUVA = 12,25 e 16,53, respectivamente, que são aproximadamente 

1/3 do FPS, sugerindo uma proteção de amplo espectro (que é necessária ser 290 - 370 nm), 

que pode ser corroborada pelo comprimento de onda crítico em 374,67 e 372,73, 

respectivamente, demonstrando que MV-OE fornece uma proteção consistente contra UVAR. 

 Assim, estudos onde baixas concentrações de filtros químicos como metoxicinamato de 

etilhexila são usados para compor protetores solares, mas as formulações (como as 

formulações 5 e 6) ainda são capazes de manter o FPS alto e proteger a pele contra UVAR, 

são importantes para o desenvolvimento de produtos mais seguros, principalmente quando a 

ela está associada a atividade antioxidante, uma vez que a radiação UV induz fortemente a 

produção de radicais livres. 

 

 

3. Conclusão 

 

 De acordo com os resultados desta pesquisa, é possível concluir que as melhores 

condições obtidas a partir do planejamento fatorial 22 foram etanol 70% e 5% de proporção 

de planta (relação pó:solvente), que foram capazes de aumentar o teor de polifenóis e AR, 

otimizando a extração. 29 polifenóis foram identificados por desreplicação (MSn) e a análise 

de PCA revelou diferenças na extração de compostos entre as amostras de planejamento 

fatorial utilizadas. O MV-OE mostrou um aumento da atividade antioxidante pela atividade 

sequestrante de DPPH, quando comparado a um estudo anterior. Além disso, as formulações 

5 e 6 demonstraram importantes valores de FPS, FPUVA e comprimento de onda crítico in 

vitro, atendendo o que é exigido internacionalmente. Assim, o MV-OE através das 

formulações 5 e 6 foi capaz de potencializar o FPS do metoxicinamato de etilhexila, utilizado 

em concentrações menores que as usuais, além de ser capaz de promover proteção de amplo 

espectro associado à sua atividade antioxidante, essencial para proteger totalmente a pele e 

produzir protetores solares melhores. 
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Figura S1. Gráfico de Pareto correspondente ao teor de AR de amostras do planejamento 

fatorial. 

 

 

 

Figura S2. Gráfico de contornos correspondente ao teor de AR das amostras do planejamento 

fatorial. 

 

 

Figura S3. Gráfico de Pareto correspondente ao teor de polifenóis torais de amostras do 

planejamento fatorial. 
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Figura S4. Gráfico de contornos correspondente ao teor de polifenóis das amostras do 

planejamento fatorial. 

 

 

 

Figura S5. Gráfico de Pareto correspondente ao resíduo seco de amostras do planejamento 

fatorial. 

 

 

Figura S6. Gráfico de contornos correspondente ao teor resíduos secos das amostras do 

planejamento fatorial. 
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Figura S7. Gráfico de Pareto correspondente da eficiência da extração do planejamento fatorial. 

 

 

Figura S8. Gráfico de contornos correspondente da eficiência da extração do planejamento 

fatorial. 
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Figura S9. Gráfico de valores de predição e desejabilidade relacionados a amostras de 

planejamento fatorial. 

 

 

Tabela S1. Matriz bruta do planejamento fatorial 22 com pontos centrais, apresentando todas as 

triplicatas utilizadas. 

Design: 2**(2-0) design (Spreadsheet3 in Workbook3) 
 Replicat EtOH (%) D:S (m/V) AR TPT RS EE 

1 1 -1,00000 -1,00000 8,05681896 28,077305 1,01 27,7993118 

2 1 1,00000 -1,00000 7,76414817 23,3964539 0,71 32,952752 

3 1 -1,00000 1,00000 6,41467453 28,1624113 2,835 9,93383116 

4 1 1,00000 1,00000 11,7642959 20,6021277 1,795 11,4775084 

5 (C) 1 0,00000 0,00000 9,40135092 27,5312033 1,63 16,8903088 

6 (C) 1 0,00000 0,00000 9,18990173 27,3137133 1,8 15,1742852 

7 (C) 1 0,00000 0,00000 9,0325763 26,81253 1,89 14,1865238 

8 2 -1,00000 -1,00000 7,69907509 28,3255319 0,93 30,4575612 

9 2 1,00000 -1,00000 7,47160993 23,8503546 0,675 35,3338587 

10 2 -1,00000 1,00000 6,2635404 28,2475177 2,785 10,1427353 

11 2 1,00000 1,00000 11,947958 20,4650118 1,94 10,5489752 

12 (C) 2 0,00000 0,00000 9,55900201 27,5524867 1,685 16,3516241 

13 (C) 2 0,00000 0,00000 9,6080913 27,5052033 1,82 15,1127491 

14 (C) 2 0,00000 0,00000 9,3673669 27,62577 1,88 14,6945585 

15 3 -1,00000 -1,00000 8,35975935 29,33026 0,94 31,2024043 

16 3 1,00000 -1,00000 7,01448898 23,0182033 0,65 35,4126205 

17 3 -1,00000 1,00000 6,12045876 28,5312057 2,63 10,8483672 

18 3 1,00000 1,00000 11,6551017 20,9141844 1,86 11,2441852 

19 (C) 3 0,00000 0,00000 9,72108547 27,24752 1,79 15,2220782 

20 (C) 3 0,00000 0,00000 8,83970672 27,5595733 1,755 15,7034606 

21 (C) 3 0,00000 0,00000 9,0134552 27,40118 1,735 15,7931873 

*D:S = razão droga:solvent; AR = acido rosmaríncio; TPT = teor de polifenóis totais; RS = 

resíduo seco; EE = eficiência da extração. 

 

Tabela S2. Análise de ANOVA do teor de AR relacionada às asmotras do planejamento fatorial. 

ANOVA; Var.:AR; R-sqr=,97878; Adj:,96968 (Design: 2**(2-0) design (Spreadsheet3 in Workbook3) in 
Fatoria_2^2_2022) 2 factors, 3 Blocks, 21 Runs; MS Pure Error=,0894609 DV: AR 
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 SS df MS F p 

Blocks 0,11036 2 0,05518 0,6168 0,570679 

(1)EtOH (%)(L) 18,01553 1 18,01553 201,3787 0,000008 

EtOH (%)(Q) 4,40944 1 4,40944 49,2890 0,000417 

(2)D:S (m/V)(L) 5,07017 1 5,07017 56,6747 0,000285 

1L by 2L 28,31797 1 28,31797 316,5401 0,000002 

Lack of Fit 0,67586 8 0,08448 0,9444 0,543567 

Pure Error 0,53677 6 0,08946   

Total SS 57,13609 20    

 

Tabela S3. Análise de ANOVA do teor de polifenóis totais relacionada às asmotras do 

planejamento fatorial. 

ANOVA; Var.:TPT; R-sqr=,99028; Adj:,98612 (Design: 2**(2-0) design (Spreadsheet3 in 
Workbook3) in Fatoria_2^2_2022) 2 factors, 3 Blocks, 21 Runs; MS Pure Error=,0546221 DV: 

TPT 

 SS df MS F p 

Blocks 0,3539 2 0,1769 3,239 0,111162 

(1)EtOH (%)(L) 123,0586 1 123,0586 2252,909 0,000000 

EtOH (%)(Q) 23,7944 1 23,7944 435,618 0,000001 

(2)D:S (m/V)(L) 6,8640 1 6,8640 125,663 0,000030 

1L by 2L 4,6772 1 4,6772 85,628 0,000090 

Lack of Fit 1,2300 8 0,1537 2,815 0,112064 

Pure Error 0,3277 6 0,0546   

Total SS 160,3057 20    

 

 

Tabela S4. Análise de ANOVA do teor resíduos secos relacionada às asmotras do planejamento 

fatorial. 

ANOVA; Var.:RS; R-sqr=,98953; Adj:,98504 (Design: 2**(2-0) design (Spreadsheet3 in Workbook3) in 
Fatoria_2^2_2022) 2 factors, 3 Blocks, 21 Runs; MS Pure Error=,0093944 DV: RS 

 SS df MS F p 

Blocks 0,010674 2 0,005337 0,5681 0,594369 

(1)EtOH (%)(L) 1,020833 1 1,020833 108,6635 0,000046 

EtOH (%)(Q) 0,232840 1 0,232840 24,7848 0,002506 

(2)D:S (m/V)(L) 6,645408 1 6,645408 707,3764 0,000000 

1L by 2L 0,273008 1 0,273008 29,0606 0,001678 

Lack of Fit 0,030215 8 0,003777 0,4020 0,883684 

Pure Error 0,056367 6 0,009394   

Total SS 8,269345 20    

 

 

Tabela S5. Análise de ANOVA da eficiência de extração relacionada às asmotras do 

planejamento fatorial. 

ANOVA; Var.:EE; R-sqr=,99189; Adj:,98841 (Design: 2**(2-0) design (Spreadsheet3 in 
Workbook3) in Fatoria_2^2_2022) 2 factors, 3 Blocks, 21 Runs; MS Pure Error=,9029094 DV: 

EE 
 SS df MS F p 

Blocks 3,561 2 1,781 1,972 0,219647 

(1)EtOH (%)(L) 22,924 1 22,924 25,389 0,002360 
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EtOH (%)(Q) 184,367 1 184,367 204,193 0,000007 

(2)D:S (m/V)(L) 1385,953 1 1385,953 1534,985 0,000000 

1L by 2L 11,789 1 11,789 13,057 0,011184 

Lack of Fit 7,734 8 0,967 1,071 0,480385 

Pure Error 5,417 6 0,903   

Total SS 1621,746 20    

 

Figura S10. Curva de calibração de AR usada para determinar o teor de AR nas amostras do 

planajemanto fatorial e em MV-OE. 
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Tabela S6. Quantificação de AR por HPLC -DAD. Resultados em triplicada de todas as sete amostras produzidas para o planejamento fatorial e 

MV-OE. 

            

  Quantificação de AR       

            

 Experimentos 1 2 3 4 5 6 7  MV-OE  

Área dos picos em 

triplicata 

1 4251019 4096442 3228311 6209160 4961147 4849468 4766375  5426240  

2 4062073 3941935 3303881 6306163 5044412 5070339 4943198  5411538  

3 4411020 3700502 3383704 6151488 5130018 4664509 4756276  5304165  

            

 

Concentração 

(mg/g) 1 2 3 4 5 6 7    

 1 80,56819 77,64148 64,14675 117,643 94,01351 91,89902 90,32576  102,8194203 

  2 76,99075 74,7161 62,6354 119,4796 95,59002 96,08091 93,67367  102,5410576 

 3 83,59759 70,14489 61,20459 116,551 97,21085 88,39707 90,13455  100,5080941 

            

 Média 80,38551 74,16749 62,66225 117,8912 95,60479 92,12567 91,37799  101,9561907  

 

Desvio 

padrão 3,307207 3,778287 1,471262 1,479977 1,598724 3,846934 1,99041  1,261788065  

 

Desvio 

relativo (%) 4,114183 5,094263 2,347925 1,255376 1,672222 4,175746 2,178216  1,237578666  
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Figura S11. Curva de calibração de ácido gálico (AG) usada para determinar o teor de 

polifenóis totais nas amostras do planejamento fatorial e em MV-OE. 

 

 

 

Figura S12. Curva de calibração de ácido ascórbico (AA, controle positivo) usada para 

determinar a CE50 do no ensaio de DPPH. 
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   Teor de polifenóis totais     

           

 

Concentração 

(mg/g) 1 2 3 4 5 6 7  MV-OE 

Triplicate 

1 280,773 233,9645 281,6241 206,0213 275,312 273,1371 268,1253  261,3072 

2 283,2553 238,5035 282,4752 204,6501 275,5249 275,052 276,2577  266,2092 

3 293,3026 230,182 285,3121 209,1418 272,4752 275,5957 274,0118  266,2092 

           

 Média 285,777 234,2167 283,1371 206,6044 274,4374 274,595 272,7983  264,5752 

 Desvio padrão 6,634495 4,166484 1,931024 2,301942 1,702615 1,291457 4,199819  2,830148 

 

Desvio relativo 

(%) 2,321564 1,778901 0,68201 1,114178 0,620402 0,470313 1,539533  1,069695 

 

Tabela S7. Resultados da quantificação do teor de polifenóis totais. Resultados em triplicata de todas as sete 

amostras produzidas para a análise de planejamento fatorial e MV-OE. 
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    Resíduos secos (RS)   

         

 Experimentos 1 2 3 4 5 6 7 

Teor RS 

(g) 

1 0,0202 0,0142 0,0567 0,0359 0,0326 0,036 0,0378 

2 0,0186 0,0135 0,0557 0,0388 0,0337 0,0364 0,0376 

3 0,0188 0,013 0,0526 0,0372 0,0358 0,0351 0,0347 

         

 Média 0,0192 0,013567 0,055 0,0373 0,034033 0,035833 0,0367 

 Desvio padrão 0,000872 0,000603 0,002138 0,001453 0,001626 0,000666 0,001735 

 Desvio relativo (%) 4,54052 4,443032 3,886829 3,894327 4,777179 1,858138 4,727344 

         

 Resíduo seco (%) 1,01 0,71 2,835 1,795 1,63 1,8 1,89 

  0,93 0,675 2,785 1,94 1,685 1,82 1,88 

  0,94 0,65 2,63 1,86 1,79 1,755 1,735 

         

 Média (%) 0,96 0,678333 2,75 1,865 1,701667 1,791667 1,835 

Tabela S8. Resultados da quantificação de resíduos secos. Resultados em triplicata de todas as sete amostras 

produzidas para a análise de planejamento fatorial e MV-OE. 
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Variáveis 
Naturais 

Variáveis 
codificadas Respostas (1) Respostas (2) Respostas (3) Variáveis de respostas (média) 

Exp. 
EtOH 
(%) 

D:S (%; 
m/v) 

EtOH 
(%) 

D:S (%, 
m/v) 

AR 
(g%) 

TPT 
(g%) 

RS 
(g%) 

EE 
AR 

(g%) 
TPT 
(g%) 

RS 
(g%) 

EE 
AR 

(g%) 
TPT 
(g%) 

RS 
(g%) 

EE AR (g%) TPT (g%) RS (g%) EE 

1 50 2,5 -1,00 -1,00 8,0568 28,077 1,01 27,799 7,6991 28,326 0,93 30,458 8,3598 29,33 0,94 31,202 8,038551 28,5777 0,96 29,81976 

2 90 2,5 1,00 -1,00 7,7641 23,396 0,71 32,953 7,4716 23,85 0,675 35,334 7,0145 23,018 0,65 35,413 7,416749 23,42167 0,678333 34,56641 

3 50 7,5 -1,00 1,00 6,4147 28,162 2,835 9,9338 6,2635 28,248 2,785 10,143 6,1205 28,531 2,63 10,848 6,266225 28,31371 2,75 10,30831 

4 90 7,5 1,00 1,00 11,764 20,602 1,795 11,478 11,948 20,465 1,94 10,549 11,655 20,914 1,86 11,244 11,78912 20,66044 1,865 11,09022 

5 70 5,0 0,00 0,00 9,4014 27,531 1,63 16,89 9,559 27,552 1,685 16,352 9,7211 27,248 1,79 15,222 9,560479 27,44374 1,701667 16,15467 

6 70 5,0 0,00 0,00 9,1899 27,314 1,8 15,174 9,6081 27,505 1,82 15,113 8,8397 27,56 1,755 15,703 9,212567 27,4595 1,791667 15,33016 

7 70 5,0 0,00 0,00 9,0326 26,813 1,89 14,187 9,3674 27,626 1,88 14,695 9,0135 27,401 1,735 15,793 9,137799 27,27983 1,835 14,89142 
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Tabela S9. Resultados em triplicata de todas as sete amostras produzidas para a análise de planejamento fatorial. 



 

 

Figura S13. Curva de calibração de MV-OE construída para determinação da sua CE50 

no ensaio de DPPH. 

 

 

Figura S14. Curva de calibração de Trolox (controle positivo) construída para 

determinação da sua CE50 no ensaio do ABTS. 

 

 

 

Figura S15. Curva de calibração de MV-OE construída para determinação da sua CE50 

no ensaio do ABTS. 
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Tabela S10. Parâmetros cromatográficos usados para a quantificação de AR nas amostras do 

planejamento factorial e em MV-OE por HPLC-DAD. 

Parâmetros Condições do método 

Fase móvel A  

Fase móvel B 

Água acidificada (0,1% de H3PO4) 

Metanol 

 

Gradiente 

 

0 min – 38% B 

5 min – 42% B 

9 min – 42% B 

12 min – 45% B 

15 min – 50% B 

17 min – 45% B 

20 min – 45% B 

24 min – 38% B 

Fluxo 0.6 ml / min 

Temperatura do forno 26º C 

Solução diluente 
MeOH: Água acidificada (0,1% de H3PO4) 

(1:1) 

Tempo de corrida 24 min 

Volume de injeção 20 µl 

Comprimento de onda 330 nm 

Coluna 
Kromasil® C18 (250 × 4.6 mm d.i. filled with 

particles 5 μm) 
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Tabela S11. Resultados em triplicata de todas as formulações utilizadas em testes fotoprotetores. 

Formulação Triplicata FPS 

Média 

FPS 

Desvio 

padrão 

FPS FPUVA 

Média de 

FPUVA 

Desvio padrão do 

FPUVA 

λc 
(nm) 

 Média 

λc 

Desvio 

padrão 

do λc  

1 1 5,61 

5,34666667 0,25540817 

4,44 

4,266666667 0,170098011 

374,4 

374,1 0,264575  2 5,33 4,26 374,0 

 3 5,10 4,10 373,9 

2 1 13,44 

13,1533333 0,66785727 

6,47 

6,316666667 0,39310728 

368,7 

368,4667 0,321455  2 12,39 5,87 368,6 

 3 13,63 6,61 368,1 

3 1 18,91 

17,0933333 1,57557397 

9,09 

8,01 0,937923238 

366,6 

366,1 0,6245  2 16,27 7,40 365,4 

 3 16,10 7,54 366,3 

4 1 12,32 

9,73666667 2,26071523 

10,00 

7,846666667 1,882879001 

379,9 

379,6667 0,251661  2 8,12 6,51 379,7 

 3 8,77 7,03 379,4 

5 1 23,54 

23,2 1,02327904 

12,41 

12,25333333 0,262741952 

374,6 

374,6667 0,305505  2 22,05 12,40 374,4 

 3 24,01 11,95 375,0 

6 1 30,49 

30,6266667 2,09834061 

16,10 

16,56333333 1,839302404 

372,3 

372,7333 0,404145  2 32,79 18,59 373,1 

 3 28,60 15,00 372,8 

7 1 4,19 

4,23 0,26229754 

1,64 

1,656666667 0,056862407 

330,0 

330,2333 0,208167  2 4,51 1,72 330,4 

 3 3,99 1,61 330,3 

8 1 5,87 
6,26666667 0,47289886 

2,13 
2,296666667 0,181475435 

331,4 
333,2667 1,616581 

 2 6,79 2,49 334,2 
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 3 6,14 2,27 334,2 

 

 

Figura S16. Cromatograma do extrato de Mentha x villosa extract avaliado por HPLC-MS-DAD-ESI. 
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Figura S17. Cromatograma do experimento 1 (em triplicata) do planejamento fatorial obtido para determinação do teor de AR. Tempo de retenção 

do AR = 17.98; 17.71 e 18.87. 
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Figura S18. Cromatograma do experimento 2 (em triplicata) do planejamento fatorial obtido para determinação do teor de AR. Tempo de retenção 

do AR = 17.10; 17.31 e 18.70. 
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Figura S19. Cromatograma do experimento 3 (em triplicata) do planejamento fatorial obtido para determinação do teor de AR. Tempo de retenção 

do AR = 17.75; 17.63 e 18.17. 
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Figura S20. Cromatograma do experimento 4 (em triplicata) do planejamento fatorial obtido para determinação do teor de AR. Tempo de retenção 

do AR = 16.54; 17.36 e 17.34. 
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Figura S21. Cromatograma do experimento 5 (em triplicata) do planejamento fatorial obtido para determinação do teor de AR. Tempo de retenção 

do AR = 17.24; 17.81 e 18.24. 
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Figura S21. Cromatograma do experimento 6 (em triplicata) do planejamento fatorial obtido para determinação do teor de AR. Tempo de retenção 

do AR = 16.35; 16.54 e 17.26. 

 

 

139 



 

 

Figure S22. Cromatograma do experimento 7 (em triplicata) do planejamento fatorial obtido para determinação do teor de AR. Tempo de retenção 

do AR = 16.01; 16.17 e 17.23. 
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5. Conclusão 

 

A partir de todos os resultados encontrados, pode-se concluir que a 

sazonalidade parece não apresentar uma influência direta na produção quantitativa 

de compostos fenólicos, flavonoides e ácido rosmarínico e o melhor mês para a 

coleta de Mentha x villosa visando altos teores desses metabólitos é setembro. Foi 

visto também que maiores concentrações de polifenóis e flavonoides favorecem o 

aumento do FPS na espécie e que o teor de ácido rosmarínico influencia a melhora 

da atividade antioxidante. Além disso, foi possível observar que quanto maior o nível 

de radiação, maior o teor de polifenóis e dessa forma, maior o FPS que o extrato 

pode oferecer, bem como melhor a atividade antioxidante. Em relação a precipitação, 

foi observado que ela parece não afetar as atividades fotoprotetoras e antioxidantes 

da espécie. 

Pode-se concluir também que através da otimização de extração utilizada, as 

melhores condições para aumentar a extração de polifenóis e ácido rosmarínico 

foram a extração por turbólise utilizando etanol 70% e uma razão pó/solvente de 5%. 

Através da PCA e da desreplicação do extrato foi visto que 7 compostos, em sua 

maioria fenólicos, contribuíram para diferenciar as amostras do planejamento fatorial, 

nos permitindo entender quais metabólitos foram favorecidos ou não. Além disso, foi 

realizada a identificação de 29 compostos presentes no extrato de Mentha x villosa, 

que pertencem a classe dos polifenóis. 

O teor de polifenóis e ácido rosmarínico obtidos no extrato etanólico após a 

otimização da extração foi de 264,58 ± 2,83 mg EAG/g e 101,96 ± 1,26 mg/g, 

respectivamente, o que resultou no aumento da atividade antioxidante do extrato, 

mostrando ser esta, uma maneira mais eficiente de extração para esses metabólitos 

em Mentha x villosa.  

A atividade fotoprotetora do extrato otimizado também foi favorecida, onde as 

formulações 5 e 6 apresentaram altos valores de FPS, PFUVA e λc in vitro, permitindo 

uma proteção de amplo espectro. Além do extrato ter potencializado o FPS dessas 

formulações contendo metoxicinamato de etilhexila. Demonstrando dessa forma, 

que a espécie Mentha x villosa apresenta um grande potencial fotoprotetor, o que 

pode permitir a diminuição da concentração do filtro metoxicinamato de etilhexila nas 

formulações, no intuito de contribuir para o desenvolvimento de produtos mais 

seguros. 
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