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RESUMO 

A exposição à radiação solar, embora essencial para a manutenção da 

homeostase, pode causar sérios danos à saúde quando excessiva. 

Queimaduras, manchas, estresse oxidativo, mutações no ácido 

desoxirribonucleico (DNA) e imunossupressão estão entre os principais efeitos 

nocivos, aumentando o risco de câncer de pele e envelhecimento precoce. 

Diante disso, torna-se fundamental o uso de fotoprotetores eficazes e seguros, 

e nesse contexto, os produtos naturais, quando associados a sistemas 

nanotecnológicos, ganham destaque pela potencialização da eficácia, atividade 

antioxidante e menor impacto ambiental. Neste contexto, o objetivo deste 

trabalho foi desenvolver nanocápsulas poliméricas contendo extrato de Mentha 

x villosa Huds com potencial aplicação fotoprotetora. Inicialmente, foram obtidos 

o extrato etanólico bruto (EEB) e o extrato desclorofilado, que por sua vez, 

apresentaram elevada concentração de ácido rosmarínico (76,24 mg/g para o 

EEB e 68,86mg/g para o extrato desclorofilado) e compostos fenólicos (263,44 

± 0,50 mg EAG/g no EEB e 324,23 ± 0,22 mg EAG/g no extrato desclorofilado). 

Em seguida, a atividade antioxidante foi avaliada pelos métodos de sequestro de 

radicais DPPH e ABTS, onde o EEB apresentou melhor atividade. Tendo isso em 

vista, realizou-se o estudo de pré-formulação com diferentes tipos de 

nanossistemas (nanocápsulas por dupla emulsão, lipossomas e carreadores 

lipídicos nanoestruturados), sendo as nanocápsulas poliméricas com EEB 

selecionadas por apresentarem melhor solubilidade e tamanho de partícula. A 

partir disso, foi conduzido o planejamento experimental do tipo Box-Behnken 

usando Tween®80 (50-100mg), extrato (1-9mg) e PCL-10 (30-70mg) como 

variáveis independentes. Essas formulações foram caracterizadas quanto ao 

diâmetro hidrodinâmico, índice de polidispersão (PdI), potencial zeta, morfologia, 

espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), análises 

térmicas (termogravimetria e calorimetria exploratória diferencial), teor e 

eficiência de encapsulação de AR, fator de proteção solar (FPS), estabilidade 

físico-química, perfil de liberação in vitro e toxicidade celular em linhagem 

HaCaT. A formulação F18 (50mg de Tween®80, 5mg de extrato e 70mg de PCL-

10) demonstrou melhor estabilidade durante o armazenamento de 90 dias, 

especialmente sob refrigeração à 4°C, além de perfil de liberação sustentada por 

24 h, com maior liberação de AR em comparação à F17 (50mg de Tween®80, 

3mg de extrato e 70mg de PCL-10). Em relação ao FPS, as formulações F17 e 

F18 apresentaram valores de 15,31 e 10,22, respectivamente, enquanto o 

extrato isolado obteve apenas 1,06, evidenciando o aumento significativo da 

atividade fotoprotetora após encapsulação. Ambas as formulações mostraram 

perfil de toxicidade dependente da concentração, onde mais de 85% da 

viabilidade celular foi mantida nas concentrações de 6,25 a 25µg/mL das 

nanoformulações, e o extrato apresentou efeito citoprotetor, que pode estar 

relacionado à elevada presença de AR. Dessa forma, os resultados demonstram 

que a nanoencapsulação do extrato de M. x villosa Huds em nanocápsulas 

poliméricas é uma estratégia promissora para o desenvolvimento de protetores 

solares naturais, eficazes, seguros e ambientalmente sustentáveis. 
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ABSTRACT  

Exposure to solar radiation, although essential for vitamin D synthesis and the 

maintenance of homeostasis, can cause serious health damage when excessive. 

Burns, hyperpigmentation, oxidative stress, deoxyribonucleic acid (DNA) 

mutations, and immunosuppression are among the main harmful effects, 

increasing the risk of skin cancer and premature aging. In this context, the use of 

effective and safe photoprotective agents becomes essential, and natural 

products, when associated with nanotechnological systems, stand out due to 

enhanced efficacy, antioxidant activity, and reduced environmental impact. This 

study aimed to develop polymeric nanocapsules containing Mentha x villosa 

Huds extract with potential photoprotective application. Both the crude ethanolic 

extract (CEE) and the dechlorophyllated extract were obtained, followed by 

quantification of phenolic compounds using the Folin-Ciocalteu method and of 

rosmarinic acid (RA) by high-performance liquid chromatography (HPLC). 

Antioxidant activity was evaluated using DPPH and ABTS radical scavenging 

assays. A preformulation study was then conducted using different types of 

nanosystems (double emulsion nanocapsules, liposomes, and nanostructured 

lipid carriers), with polymeric nanocapsules containing CEE being selected due 

to better solubility and particle size. Based on this, a Box-Behnken experimental 

design was applied using Tween®80 (50–100 mg), extract (1–9 mg), and PCL-

10 (30–70 mg) as independent variables. The formulations were characterized in 

terms of hydrodynamic diameter, polydispersity index (PdI), zeta potential, 

morphology, Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), thermal analyses 

(thermogravimetric analysis and differential scanning calorimetry), RA content 

and encapsulation efficiency, sun protection factor (SPF), physicochemical 

stability, in vitro release profile, and cellular toxicity in HaCaT cell line. The 

extracts showed a high concentration of rosmarinic acid (76.24 mg/g for CEE and 

68.86 mg/g for the dechlorophyllated extract) and phenolic compounds (263.44 

± 0.50 mg GAE/g in CEE and 324.23 ± 0.22 mg GAE/g in the dechlorophyllated 

extract). Formulation F18 (50 mg of Tween®80, 5 mg of extract, and 70 mg of 

PCL-10) demonstrated better stability during 90-day storage, particularly under 

refrigeration at 4°C, as well as a sustained release profile over 24 h, with greater 

RA release compared to F17 (50 mg of Tween®80, 3 mg of extract, and 70 mg 

of PCL-10). Regarding SPF, formulations F17 and F18 showed values of 15.31 

and 10.22, respectively, while the isolated extract reached only 1.06, highlighting 

the significant enhancement of photoprotective activity after encapsulation. Both 

formulations exhibited a concentration-dependent toxicity profile, maintaining 

over 85% cell viability at concentrations ranging from 6.25 to 25 µg/mL of the 

nanoformulations. Moreover, the extract showed a cytoprotective effect, which 

may be related to the high RA content. Thus, the results demonstrate that 

nanoencapsulation of M. x villosa Huds extract in polymeric nanocapsules is a 

promising strategy for developing natural, effective, safe and environmentally 

sustainable sunscreens. 

Keywords: Mentha. Rosmarinic acid. Photoprotection. Polymeric nanocapsule. 
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1. INTRODUÇÃO 

O câncer de pele é uma patologia caracterizada pelo crescimento 

desordenado de células anormais na pele, sendo um dos tipos de câncer mais 

incidentes, onde em 2020 foram diagnosticados aproximadamente 325.000 

novos casos e 57.000 mortes devido ao melanoma no mundo (Arnold et al., 

2022; Huang et al., 2023). E o Brasil, por se localizar em região tropical próximo 

ao equador, recebe intensa radiação solar ao longo do ano, aumentando a 

exposição da população aos raios ultravioleta (UV), um dos principais 

causadores do câncer de pele (Melo; Ribeiro, 2015), e por isso, entre 2019 e 

2023 foram registrados 399.230 casos de câncer de pele no Brasil (Camarço et 

al., 2024). 

Diante desse contexto, houve um aumento significativo no uso de 

fotoprotetores para prevenir os danos provenientes da radiação solar, tendo em 

vista que 40.000 toneladas de protetor solar foram utilizadas em 2020 (Costa, 

2019). E, por isso, a indústria cosmética tem investido na pesquisa e produção 

de novos produtos com fator de proteção solar (FPS) para corresponder a 

demanda crescente por formulações eficazes e sustentáveis (Parwaiz, Khan, 

2023). 

Por outro lado, a utilização de fotoprotetores de origem sintética pode 

acarretar problemas para a saúde humana e para o meio ambiente. Relatos de 

alergias, irritações na pele e reações sistêmicas, como desregulação endócrina, 

foram associados ao uso de protetores solares contendo em sua composição 

filtros químicos como oxibenzona e octocrileno. Além disso, filtros derivados dos 

Cinamatos (Octinoxato) e Benzofenonas geram poluição ambiental, afetando 

populações de peixes e outros animais aquáticos e são bioacumulativos, 

persistindo até mesmo em água tratada (Santander Ballestín, Luesma 

Bartolome, 2023). 

Uma alternativa promissora para contornar esses problemas decorrentes 

do uso de filtros solares sintéticos é a utilização de filtros derivados de plantas 

medicinas, pois a presença de diversos metabólitos bioativos, como os 

compostos fenólicos e flavonoides, apresentam propriedades antioxidantes e 

fotoprotetoras devido às suas estruturas químicas. E, por serem de origem 
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natural, podem ser mais seguros e apresentar menor potencial para causar 

reações adversas na pele humana, além de serem biodegradáveis, e, portanto, 

são considerados como opção eficaz, segura e biossustentável, atendendo ao 

conceito de One Health (Shomaker; Green; Yandow, 2013; Aguilera, Gracia-

Cazana, Gilaberte, 2023). 

Nesse viés, Mentha x villosa Huds é uma espécie amplamente cultivada 

no Brasil com diversas aplicações, desde o ramo alimentício até o emprego na 

medicina popular (Amaral et al., 2015; Rodriguez; Tolosa; Legaspi, 2024). E 

devido a presença de diversos compostos bioativos, essa espécie apresenta 

muitas atividades farmacológicas, como antimicrobiana, antitumoral e 

antioxidante (Benabdallah et al., 2018; Ćavar Zeljković et al., 2022). Em estudos 

anteriores desenvolvidos na equipe (Gomes, 2022), M. x villosa Huds apresentou 

potencial capacidade fotoprotetora, apresentando FPS in vitro entre 13 e 15, o 

que motivou a continuidade das pesquisas, agora com foco em melhorar a 

eficácia e estabilidade do extrato por meio da nanotecnologia. 

Neste contexto, a nanotecnologia tem emergido como uma ferramenta 

que vem sendo incorporada na formulação cosmética de protetores solares. 

Nessa perspectiva, as formulações fotoprotetoras podem ser veiculadas em 

nanopartículas, melhorando a estabilidade, proporcionando uma proteção mais 

uniforme e duradoura pela liberação sustentada dos compostos bioativos, e, 

portanto, aumentando a eficácia de fotoproteção. Somado a isso, a 

nanotecnologia permite reduzir as altas concentrações dos ingredientes ativos, 

e consequentemente, diminuir a ocorrência de efeitos adversos (Santos et al., 

2022). 

Diante da presença expressiva de compostos fenólicos encontrada nas 

espécies da família Lamiaceae, especialmente no gênero Mentha, que se 

destaca por apresentar diversas atividades biológicas importantes, como a ação 

antioxidante, anti-inflamatória e antimicrobiana (Hejna et al., 2021), este trabalho 

teve como propósito desenvolver nanocápsulas poliméricas contendo o extrato 

de Mentha x villosa Huds com atividade fotoprotetora.  
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1. Família Lamiaceae 

A família Lamiaceae, ou Labiatae, é conhecida como a família da menta 

e seus óleos aromáticos, com aplicações culinárias e medicinais. Pertencente a 

ordem Lamiales, atualmente essa família compreende cerca de 230 gêneros e 

mais de 7.000 espécies foram catalogadas, e por isso, é considerada a sexta 

maior família de angiospermas. Além disso, existem 12 subfamílias de 

Lamiaceae: Ajugoideae, Callicarpoideae, Cymaroideae, Lamioideae, 

Nepetoideae, Peronematoideae, Premnoideae, Prostantheroideae, 

Scutellarioideae, Symphorematoideae, Tectonoideae e Viticoideae (Celep; 

Dirmenci, 2017; Frezza et al., 2019). 

Essa família é distribuída mundialmente (Figura 1), com destaque para 

regiões temperadas, subtropicais e tropicais, e também apresenta grande 

capacidade de adaptações ecológicas, podendo ser encontrada em diversos 

habitats, desde desertos secos a florestas úmidas (Uikey, 2024). Suas espécies 

estão abundantemente distribuídas na região Mediterrâneo e também por todo 

o território brasileiro, onde cerca de 52 gêneros e 524 espécies estão presentes 

com maior incidência nas regiões Sul, Norte e Nordeste, sendo ocorrente na 

Mata Atlântica, floresta amazônica e principalmente no Cerrado brasileiro (Silva 

et al., 2021). 

 

Figura 1 – Distribuição geográfica mundial das espécies da família Lamiaceae. 

 

Fonte: Tropicos.org, 2025. 
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As plantas são geralmente ervas, subarbustos ou arbustos com aromas 

marcantes, devido a presença de glândulas produtoras de óleos essenciais 

distribuídas em suas folhas e caules, que somado ao formato quadrangular do 

caule e as folhas opostas, permite a identificação das espécies (Xu et al., 2017; 

Zhao et al., 2021). E desde a antiguidade, os óleos essenciais, a erva seca e as 

folhas das espécies dessa família têm sido utilizados para fins alimentares, tais 

como: o orégano (Origanum vulgare L.), alecrim (Rosmarinus officinalis L.), 

sálvia (Salvia officinalis) e manjericão (Ocimum spp.), amplamente utilizados 

para aromatizar os alimentos. Além disso, várias espécies de hortelã, são 

bastante exploraas na indústria alimentícia, farmacêutica e cosmética 

(CAROVIĆ-STANKO et al., 2016; Oliveira; Rocha, 2016; Orso et al., 2022). 

A medicina tradicional também é beneficiada pelas espécies da família 

Lamiaceae, como o emprego de preparações caseiras (chás, decocções) de 

hortelã-pimenta (Mentha piperita L.) no auxílio de problemas digestivos 

(CAROVIĆ-STANKO et al., 2016), erva-cidreira (Melissa officinalis L) como 

calmante, boldo (Plectranthus barbatus) no trato de distúrbios gástricos e 

digestivos, malvariço (Plectranthus amboinicus) e hortelã ou ‘’vick’’ (Mentha 

spicata) no manejo da gripe (Oliveira; Rocha, 2016).  

Associado a isso, espécies da família Lamiaceae também têm sido 

amplamente exploradas pela indústria farmacêutica, servindo como fonte para 

produção de medicamentos. A espécie Mentha arvensis, por exemplo, deu 

origem a produção global de mentol, ativo muito utilizado em medicamentos com 

finalidade analgésica, anti-inflamatória, refrescante e antimicrobianas, 

administrados principalmente por via tópica (Faisal et al., 2023). Já o gênero 

Salvia tem sido fonte de pesquisas em novos fármacos devido à presença 

expressiva de diterpenos, como os clerodanos, com efeitos cardiovasculares e 

Marrubim vulgare é uma importante fonte de compostos hipotensores que estão 

sendo estudados para o desenvolvimento de novos medicamentos para 

hipertensão (Panda et al., 2022). 

Além disso, a Lamiaceae tem sido alvo de estudos voltados a doenças 

negligenciadas, como a doença de Chagas e leishmaniose, onde mais de 4.150 

metabólitos secundários provenientes dessa família estão sendo estudados para 
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combater essas doenças, com resultados in vitro promissores (De Menezes et 

al., 2025). Somado a essas propriedades, essa família também apresenta 

atividade antifúngica e antimicrobiana, neuroprotetora, antidepressiva, anti-

inflamatória, bem como estudos recentes apontam uma potencial atividade 

fotoprotetora e antioxidante (Da Silva et al., 2021; El Aanachi et al., 2021; 

Tsitsigianni et al., 2023). 

Em outro contexto, as espécies de Lamiaceae também são utilizadas em 

cosméticos para cuidados com a pele, como alecrim, manjericão, hortelã, sálvia, 

tomilho e lavanda. Por isso, esses vegetais têm sido aplicados em produtos com 

efeitos antienvelhecimento, propriedade parcialmente atribuída à presença de 

compostos fenólicos, como AR, ácido cafeico, ácido clorogênico, rutina e 

catequina, que possuem atividade antioxidante e anti-inflamatória que colaboram 

com a proteção da pele contra os danos provenientes do estresse oxidativo (Lee 

et al., 2011). 

Dentre os principais compostos responsáveis pelas atividades 

terapêuticas da família estão os metabólitos secundários, especialmente os 

compostos fenólicos, amplamente distribuídos nas espécies da família 

Lamiaceae. Esses compostos atuam como potente antioxidante, uma vez que 

são capazes de neutralizar espécies reativas de oxigênio e nitrogênio 

(EROS/ERNS), inibir enzimas pró-oxidantes e modular os sistemas de defesa 

celular. Estudos in vitro demonstram que os fenólicos presentes nas Lamiaceae, 

como o AR, apresentam atividade antioxidante superior à das vitaminas C e E. 

Além disso, essas moléculas têm sido associadas a efeitos neuroprotetores, 

anticancerígenos, antiaterogênicos e na modulação da regulação metabólica 

através da sua atuação em vias como a MAPK e PI3K, inibição da oxidação de 

LDL (Lipoproteína de  baixa densidade), modulação epigenética e também 

aprimora a eficiência da homeostase da glicose. Essas atividades têm sido 

estudadas em espécies como Mentha hortensis, Rosmarinus officinalis e 

Ocimum canum, e isso reforça a potencial aplicação da família Lamiaceae em 

diversas áreas da medicina e cosmética (Trivellini et al., 2016; Spréa et al., 2022). 
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2.2. Gênero Mentha 

O gênero Mentha pertence à família Lamiaceae e está amplamente 

distribuído nos seis continentes (Figura 2), podendo ser encontrada em diversos 

ambientes (Drew; Sytsma, 2012; Salehi et al., 2018). Esse gênero possui cerca 

de 42 espécies e 15 híbridos, com centenas de subsespécies e cultivares. Suas 

plantas se apresentam de forma perene, são produtoras de óleos essenciais e, 

por isso, são amplamente cultivadas por interesses industriais, como Mentha 

aquatica L., Mentha canadensis L., Mentha spicata L. e seus híbridos, como a 

Mentha x piperita L. (híbrido estéril e de primeira geração entre M. aquatica L. e 

M. spicata). Além disso, as folhas, flores e caules das espécies desse gênero 

têm sido tradicionalmente usados como chás medicinais, especiarias para 

adicionar aroma e sabor em alimentos, em produtos de higiene oral e em 

cosméticos (Salehi et al., 2018).  

 

Figura 2 – Distribuição geográfica mundial das espécies do gênero Mentha. 

 

Fonte: Gbif Secretariat, 2021. 

 

As plantas do gênero Mentha se destacam por sua riqueza em compostos 

bioativos, especialmente os polifenóis. Entre eles, encontram-se o ácido cafeico 

e seus derivados, como os ácidos caftárico, cinâmico, ferúlico e oleanólico. Além 

disso, essas espécies também apresentam uma ampla variedade de 

flavonoides, como luteolina, apigenina, acacetina, diosmina, salvigenina e 

timonina. Também estão presentes os flavonóis como catequina e epicatequina, 

além de cumarinas como esculetina e escopoletina (Tafrihi et al., 2021). 
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Quanto às propriedades medicinais, espécies do gênero Mentha têm sido 

utilizadas para aliviar sintomas digestivos, problemas do trato respiratório, dores 

de cabeça, estimular a diurese e auxiliar em problemas de pele (Kee; Shori; 

Baba, 2017; Brahmi et al., 2017; Mahboubi, 2021). Além disso, extratos e óleos 

essenciais de espécies de menta também tem papel importante na inibição da 

atividade da acetilcolinesterase e vasodilatação (Teles et al., 2013), assim como 

apresenta propriedades antimicrobianas, anti-inflamatórias e expectorante 

(Brahmi et al., 2017). 

É importante ressaltar que várias espécies do gênero Mentha contêm 

altos níveis de antioxidantes, como os compostos fenólicos, ácidos fenólicos, 

flavonoides, ácido ascórbico e carotenoides, que agem retardando ou inibindo a 

oxidação de diferentes moléculas, e dentre essas espécies estão: M. piperita, M. 

pulegium, M. rotundifolia, M. spicata, M. longifolia, M. aquatica I (Park et al., 

2019; Tafrihi et al., 2021). Os óleos essenciais e extratos de Mentha também 

apresentam amplo espectro de atividade antibacteriana e isso pode estar 

relacionado com a presença de monoterpenos oxigenados e hidrocarbonetos 

monoterpênicos presentes nas espécies vegetais. E a presença de compostos 

polifenólicos, como os flavonoides, também conferem propriedades 

anticancerígenas, podendo induzir a apoptose e suprimir a proliferação de 

células cancerígenas (Yousefian; Esmaeili; Lohrasebi, 2023). 

Além das conhecidas propriedades terapêuticas, os polifenóis presentes 

nas plantas do gênero Mentha também se destacam pelo potencial fotoprotetor, 

uma vez que esses compostos são capazes de absorver a radiação UV. E essa 

propriedade é respaldada pelo fato de que as próprias plantas produzem esses 

metabólitos como defesa natural contra a radiação solar. Estudos apontam que 

há um aumento significativo nos níveis de flavonoides e antocianinas em Mentha 

aquatica quando exposta à radiação UVB, principalmente durante as fases 

iniciais de crescimento, o que reforça seu papel na resposta ao estresse solar 

(Nazari; Zarinkamar, 2020). Além disso, o extrato aquoso de Mentha pulegium 

apresentou um promissor FPS de 35,58, sendo assim eficaz contra a radiação 

UVB (Yakoubi et al., 2021).  
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Portanto, esses dados evidenciam o potencial do gênero Mentha não 

apenas como planta medicinal tradicional, mas também como uma rica fonte de 

ativos naturais para o desenvolvimento de produtos fotoprotetores e 

antioxidantes inovadores 

2.3. Mentha x villosa Huds 

A Mentha x villosa Huds, conhecida popularmente como hortelã-da-folha-

miúda, hortelã cubana ou hortelã-rasteira (Lima et al., 2014; Amaral et al., 2015), 

é uma planta herbácea, de baixo crescimento e se apresenta com ramos eretos, 

folhas opostas, pecioladas e ovais (Figura 3) com aroma forte e característico. 

Essa espécie é híbrida com origem a partir do cruzamento entre Mentha spicata 

L. e Mentha suaveolens Ehlh, e devido à dificuldade de diferenciar os numerosos 

híbridos provenientes dos cruzamentos espontâneos entre as espécies desse 

gênero, essa hortelã pode ser confundida com outras espécies, como com a 

Mentha crispa L.. A M. x villosa é de clima subtropical e de fácil cultivo, podendo 

resistir a condições extremas, entretanto, altas temperaturas e o déficit hídrico 

podem reduzir o seu teor de óleos essenciais, substâncias responsáveis pelo 

seu forte aroma. Dessa forma, seu crescimento é favorecido em solos leves, com 

matéria orgânica em abundância e com escoamento de água eficiente (Bezerra 

et al., 2019; Lopes et al., 2020). 

 

Figura 3 – Mentha x villosa Huds. 

 

Fonte: Nunes, 2023. 
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Essa espécie é amplamente cultivada no nordeste e sul do Brasil e é 

bastante utilizada no ramo alimentício no condimento para carnes, massas e 

saladas (Amaral et al., 2015), podendo ser encontradas em feiras e 

supermercados (Bezerra et al., 2019; Lopes et al., 2020). Assim como outras 

espécies do gênero, essa hortelã também é muito utilizada na medicina popular, 

podendo ser empregada no tratamento de gripes, sinusites, indigestão, infecção 

intestinal, cólicas, inflamações e dores em geral (Cartaxo; De Almeida Souza; De 

Albuquerque, 2010; Naureen et al., 2022; Rodriguez; Tolosa; Legaspi, 2024). 

Em consonância, o uso de óleos essenciais dessa espécie é crescente e 

com aplicações na indústria de alimentos, medicamentos e cosméticos. No que 

tange a sua composição química desses óleos, estudos identificaram que os 

compostos majoritários são o óxido de piperitenona, alfa-pineno, sabineno, 

limoneno, gama-cadineno e shyobunol (Fonseca et al., 2020). Além desses, 

Moetamedipoor e colaboradores (2021) identificaram outros compostos, como 

neo-mentol, 1,8-cienol, pulegona, (E)-cariofileno, geranil tiglato, germacreno-D, 

β-pineno e mentol.  

Nesse sentido, o óleo essencial de M. villosa tem se destacado por 

apresentar diversas atividades biológicas importantes. Sousa e colaboradores 

(2009) observou que o óxido de piperitona (OP), constituinte importante do óleo, 

apresentou efeito antinociceptivo e antiespasmódico significativo sobre a 

musculatura lisa intestinal de porquinhos-da-índia, indicando sua potencial 

atividade no manejo de distúrbios gastrointestinais. Além disso, Fonseca e 

colaboradores (2020) apontaram que o OP apresenta atividade antiprotozoária, 

sendo eficaz no combate contra os agentes etiológicos da amebíase e giardíase, 

e por isso, esse composto já é utilizado em formulações farmacêuticas 

disponíveis no mercado, como no medicamento Giamebil®, evidenciando sua 

importância terapêutica. 

Outro composto de destaque é a rotundifolona, que tem sido apontada 

como a principal responsável pela atividade larvicida do óleo essencial dessa 

espécie. Estudos demonstraram que o óleo apresentou CL₅₀ de 45 ppm e induziu 

100% de mortalidade de larvas de Aedes aegypti, vetor da dengue e outras 
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arboviroses, na concentração de 110 ppm, já a rotundifolona isolada apresentou 

CL₅₀ de 62,5 ppm, confirmando sua eficácia contra esse vetor (Lima et al., 2014). 

Além disso, outras ações biológicas já foram atribuídas ao óleo essencial 

de M. villosa, como a atividade hipotensora, antimicrobiana, antitumoral e 

esquistossomicida. Os compostos sabineno, β-pineno, mirceno, limoneno e 

germacreno D, presentes no óleo, apresentam atividade citotóxica e 

anticancerígena (Amaral et al., 2015). E, mais recentemente, estudos apontaram 

que o óleo essencial dessa espécie enriquecido com carvona apresentou 

importante atividade antiviral contra o SARS-CoV-2, reforçando sua ampla 

aplicabilidade em atividades biológicas (Ćavar Zeljković et al., 2022). 

Outra propriedade importante atribuída ao óleo essencial de M. villosa é 

a atividade antioxidante, que pode ser justificada pela presença expressiva de 

monoterpenos oxigenados, como mentofurano, 1,8-cineol, rotunfidolona, mentol 

e pulegona (Benabdallah et al., 2018). Além disso, o extrato dessa espécie 

vegetal também apresenta atividade antioxidante, e isso pode estar fortemente 

correlacionado com os expressivos teores de compostos fenólicos em M. villosa, 

onde esses metabólitos conseguem agir doando hidrogênio, eliminando radicais 

e se comportando como agente redutor (Freitas et al., 2014; Benabdallah et al., 

2016). TEKEĽOVÁ e colaboradores (2016) também observaram a presença 

marcante de compostos fenólicos em extratos de folhas Mentha x villosa, dentre 

eles o AR, e flavonoides do tipo luteolina-7-O-glicosídeo, que conferem a 

atividade antioxidante da espécie. 

2.4. A radiação solar e os efeitos na pele humana 

A radiação solar é uma fonte energética composta por ondas 

eletromagnéticas de diferentes comprimentos, que variam em energia e efeitos 

sobre os organismos vivos. Ao alcançar a superfície da Terra, essa radiação é 

dividida em três faixas do espectro: ultravioleta (UV), visível (VIS) e infravermelho 

(IV) (Furukawa et al., 2021) 

A radiação ultravioleta abrange o intervalo entre 100 e 400 nm e apenas 

10% dessa radiação atinge a superfície terrestre, mas ainda assim apresenta 

importantes efeitos biológicos. Os raios UV são subdivididos em três tipos: UVC 

(100 - 290 nm), UVB (290 - 320nm) e UVA (320 - 400nm). A radiação UVC é a 
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mais energética e nociva, mas é completamente absorvida pela camada de 

ozônio e não atinge à superfície da Terra. Por outro lado, os raios UVB são 

parcialmente filtrados e representa cerca de 5% da radiação UV total que alcança 

o solo, já a radiação UVA, a menos energética, mas com maior capacidade de 

penetração na terra, representa cerca de 95% da radiação UV que atinge a 

superfície terrestre (Solar, 1992; Nieradko-Iwanicka; Wysokinska, 2022; 

Maghrabi; Alharbi; Aldosari, 2024). 

A radiação visível, que compreende de 400 a 760 nm, é percebida como 

luz pelo olho humano e representa cerca de 40% da radiação solar que incide 

sobre a Terra. E a exposição da pele humana a essa faixa do espectro tem sido 

associada a indução do estresse oxidativo, hiperpigmentação e contribuição 

para o envelhecimento cutâneo (Ezekwe; Maghfour, 2022). Por fim, a radiação 

infravermelho que se encaixa na faixa entre 750 e 3.000 nm, sendo subdividida 

em IVA (760 - 1.440 nm) e IVB (1.440 - 3.000 nm), é responsável por mais da 

metade da energia solar que atinge o solo e é percebida na forma de calor. Além 

disso, seus efeitos biológicos têm sido cada vez mais estudados, especialmente 

o potencial risco de danificar o colágeno dérmico e intensificar os efeitos do 

fotoenvelhecimento (Calles et al., 2010; Tanaka, 2012; Souza, 2016; Addor, 

2018). 

Apesar da presença da camada de ozônio como uma forma de barreira 

natural formada pela atmosfera terrestre, fundamental para filtrar raios UVC e 

UVB, o afinamento dessa camada tem permitido que quantidades crescentes de 

radiação UV atravesse a atmosfera, aumentando os riscos associados à 

exposição solar (Umar; Tasduq, 2022; Mmbando; Gongolo, 2024). Somado a 

isso, variáveis como latitude, altitude, estação do ano, horário do dia e condições 

climáticas podem influenciar diretamente na intensidade da radiação. Nesse 

sentido, a incidência solar é significativamente maior em regiões próximas ao 

Equador e em altitudes elevadas, principalmente no verão (Stevens, 2010; 

Rathod; Mittal; Kumar, 2016).  

Diante disso, torna-se evidente que a radiação solar é essencial para a 

vida na Terra, mas também pode apresentar risco à saúde humana, 

principalmente quando há exposição excessiva ou sem a devida proteção 
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(Weller, 2024). Dessa forma, o aumento dos níveis da radiação UV, devido às 

alterações atmosféricas e a exposição inadequada, ressalta a importância do 

conhecimento das formas de fotoproteção, bem como o desenvolvimento de 

novas estratégias para proteger a pele humana dos efeitos nocivos provenientes 

dessa fonte energética (Verschooten et al., 2006; Gabros; Nessel; Zito, 2023). 

A pele é o maior órgão do corpo humano e funciona como uma barreira 

entre o organismo e o ambiente externo, protegendo o corpo contra agentes 

físicos, químicos e biológicos, incluindo a radiação solar, um dos principais 

fatores ambientes responsáveis pelo fotoenvelhecimento precoce e o 

desenvolvimento de lesões cutâneas (GROMKOWSKA‐KĘPKA et al., 2021; Sun 

et al., 2025). 

Anatomicamente, a pele é composta por três camadas principais: 

epiderme, derme e hipoderme. A camada mais externa, epiderme, é composta, 

predominantemente, por queratinócitos que se diferenciam e formam o estrato 

córneo, que atua como principal barreira física e química contra o meio externo. 

Além disso, também estão presentes os melanócitos, células que sintetizam a 

melanina (pigmento de proteção contra a radiação UV), além das células de 

Langerhans e células de Merkel que estão envolvidas com a função imunológica 

e na percepção sensorial, respectivamente (Bellavite; Imbriano, 2025). 

Já a derme, situada logo abaixo da epiderme, é composta por tecido 

conjuntivo rico em fibras de colágeno e elastina, produzidos pelos fibroblastos 

presentes na região, conferindo firmeza, elasticidade e integridade estrutural da 

pele, além da presença de vasos sanguíneos, linfáticos, glândulas sudoríparas 

e folículos pilosos (Boraldi et al., 2024; Brown; Krishnamurthy, 2024). Por fim, a 

hipoderme ou tecido subcutâneo, formado principalmente por tecido adiposo, 

atua como isolante térmico e reserva energética (Alexander et al., 2015; 

Lotfollahi, 2024). 

Dessa forma, a interação da radiação solar com as diferentes camadas 

da pele depende do comprimento de onda de cada tipo de radiação, e de forma 

geral, quanto menor o comprimento de onda, maior energia de radiação, e, 

portanto, maior o seu potencial de dano celular. Em contrapartida, quanto maior 

o comprimento de onda, maior sua capacidade de penetração cutânea (D’Orazio 
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et al., 2013; Finlayson et al., 2022; Yang et al., 2023). Portanto, a radiação UVB 

atinge predominantemente a epiderme, enquanto a radiação UVA pode penetrar 

até a derme, já as radiações visível e infravermelha podem alcançar até a 

hipoderme (Figura 4). E dentre a ampla faixa do espectro solar, a radiação UV é 

a que causa mais efeitos deletérios na pele humana, como eritemas, 

queimaduras, pigmentação, imunossupressão, fotoenvelhecimento e câncer de 

pele (Montero et al., 2023; Brar et al., 2025). 

 

Figura 4 – Penetração dos diferentes tipos de radiação ultravioleta nas camadas da pele. 

 

Fonte: Adaptado de Pinto; Andrade, 2023. 

 

Os raios UVA, por ser mais penetrante, é responsável pelos efeitos 

indiretos danosos, como a formação de EROs, capazes de danificar lipídeos, 

proteínas e DNA, e também podem induzir a expressão de metaloproteinases de 

matriz (MMPs), enzimas que degradam colágenos e outros componentes 

estruturais da derme, contribuindo diretamente para o processo de 

fotoenvelhecimento, causando flacidez, rugas profundas, hiperpigmentações e 

irregularidades na textura da pele. Além disso, a radiação UVA também tem 

potencial carcinogênico por promover danos oxidativos ao DNA e exercer efeitos 

imunossupressores (Herrmann et al., 1993; Brem; Guven; Karran, 2017; 

GROMKOWSKA‐KĘPKA et al., 2021; Pourzand; Albieri-Borges; Raczek, 2022). 
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Por outro lado, a radiação UVB, por ser altamente energética, causa 

danos diretos ao DNA das células da epiderme, formando dímeros de pirimidina 

que, se não reparados, resultam em mutações genéticas associadas ao 

surgimento de diversos tipos de carcinoma cutâneo (Pfeifer, 2020). Exposições 

agudas promovem respostas inflamatórias típicas, como vermelhidão, edema e 

calor, e ativam mediadores inflamatórios como mediadores inflamatórios 

importantes, como TNF-α, cicloxigenase-2 (COX-2) e fosfolipase A2 citosólica 

(cPLA2) (Gresham et al., 1996; Tanaka et al., 2004; Lee et al., 2013; Lee et al., 

2022). Entretanto, exposições moderadas a UVB desempenha papel essencial 

na síntese cutânea de vitamina D, hormônio importante que influencia a saúde 

óssea, o sistema imune, o metabolismo da glicose e humor (Wacker; Holick, 

2013; Rad et al., 2014; Huiberts; Smolders, 2021). 

Além da radiação UV, a radiação visível e infravermelha também exerce 

efeitos biológicos importantes. A VIS pode penetrar até a hipoderme e gerar 

radicais livres, contribuindo para o estresse oxidativo e para a pigmentação 

persistente, o que pode tornar a VIS como coadjuvante no surgimento de 

melasmas e hipercromias pós-inflamatórias (Mann et al., 2020). E a radiação IV 

é capaz de gerar EROs mitocondriais e alterar a expressão de genes associados 

à síntese de colágeno, à inflamação e à apoptose celular (Schieke et al., 2002; 

Schroeder et al., 2008).   

Ademais, os efeitos da radiação solar também variam de acordo com o 

fototipo cutâneo, que é classificado pela Escala de Fitzpatrick (I a IV) a partir da 

resposta da pele ao sol, como o desenvolvimento de eritema e bronzeamento. 

Indivíduos de fototipos mais baixos (I-II), com pele mais clara, apresentam maior 

risco de reações à exposição solar e do desenvolvimento de câncer de pele do 

tipo melanoma e não melanoma (Ballester et al., 2012).  

Nesse contexto, o câncer de pele é uma das neoplasias mais comuns em 

todo o mundo e consiste na multiplicação anormal e descontrolada das células 

da pele. Existem dois tipos principais câncer de pele: o tipo melanoma, originado 

dos melanócitos, mais agressivo e letal, porém menos comum; e o não 

melanoma, que se origina dos queratinócitos, é mais frequente, mas tem melhor 

prognóstico, além de ser o mais incidente no Brasil (Ferreira; Nascimento, 2016; 
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Nascimento, 2021 Wang; Gao; Zhang, 2025). E a radiação ultravioleta se 

destaca como principal fator de risco para todos os tipos de câncer de pele, 

provocando danos cumulativos ao DNA e indução de mutações que levam à 

carcinogênese (Wild; Weiderpass; Stewart, 2020).  

Por fim, vale destacar que a exposição solar também desencadeia a 

produção de melanina, gerando o bronzeamento cutâneo, podendo ser a partir 

da pigmentação imediata e reversível causado pela radiação UVA, envolvendo a 

fotooxidação da melanina pré-existente e redistribuição de grânulos de 

pigmentos, sem aumentar efetivamente a síntese de melanina; ou bronzeado 

mais duradouro provocado pela UVB, sendo resultado do aumento da 

melanogênese devido aos danos causados ao DNA das células epidérmicas. 

Esse efeito é muitas vezes desejado por razões estéticas, porém é uma resposta 

de defesa da pele frente à agressão da radiação (Brenner; Hearing, 2008; 

Garone; Howard; Fabrikant, 2015; Yardman-Frank; Fisher, 2021). 

Dessa forma, a adoção de medidas preventivas contra os danos causados 

pela exposição solar indevida, como o uso diário de produtos com ação 

fotoprotetora e antioxidante, é essencial, principalmente em regiões como o 

Brasil, onde a incidência de radiação ultravioleta é elevada durante a maior parte 

do ano, sendo assim, fundamental para a preservação da saúde e integridade 

da pele a curto e longo prazo (Corrêa, 2015). 

2.5. Radicais livres, estresse oxidativo e antioxidantes 

Durante o funcionamento normal do organismo, diversas reações 

bioquímicas ocorrem constantemente para a manutenção da homeostase, como 

o processo de respiração celular, resposta inflamatória e até mesmo a exposição 

a agentes externos (Chovatiya; Medzhitov, 2014). No entanto, como subprodutos 

dessas reações formam-se moléculas instáveis chamadas de radicais livres, 

sendo estes definidos como átomos ou grupos de átomos que possuem ao 

menos um elétron desemparelhado em sua camada mais externa, tornando-os 

altamente reativos. E essa reatividade pode desencadear sequências de 

reações químicas danosas ao organismo, principalmente quando essas 

espécies reagem com componentes fundamentais das células, como os lipídios 
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de membrana, proteínas estruturais e o DNA (Barreiros; David; David, 2006; 

Pham-Huy; He; Pham-Huy, 2008; Oliveira; Schoffen, 2010; Pizzino et al., 2017). 

Entretanto, nem todas as moléculas com potencial oxidantes possuem 

elétrons desemparelhados, por isso o termo ‘’espécies reativas’’ abrange tanto 

os radicais livres quanto outras moléculas instáveis de natureza oxidante. E no 

grupo das moléculas oxidantes, são destacadas as EROs e as ERNs, sendo 

representadas pelo ânion superóxido (O₂⁻), o peróxido de hidrogênio (H₂O₂), o 

radical hidroxila (•OH), o óxido nítrico (NO•) e o peroxinitrito (ONOO⁻) (Alkadi, 

2020; Al-Shehri, 2021; Tauffenberger; Magistretti, 2021; Jomova et al., 2023).  

Essas espécies reativas, em quantidades controladas, exercem funções 

fisiológicas importantes, como sua participação na modulação de vias de 

sinalização celular, a promoção de apoptose de células danificadas, regulação 

do tônus vascular e da resposta imune. Porém, um desequilíbrio entre a 

produção dessas espécies e a capacidade do organismo de neutralizá-las 

acarreta no estresse oxidativo, que por sua vez, consiste em um estado de 

descompensação onde as EROs e ERNs atuam de forma descontrolada, 

danificando estruturas celulares e contribuindo para o desenvolvimento de 

diversas doenças crônicas, como diabetes, câncer, distúrbios 

neurodegenerativos, doenças cardiovasculares e inflamatórias (Chen et al., 

2018; Forrester et al., 2018; Xu et al., 2019; Akhigbe; Ajayi, 2021; Chaudhary et 

al., 2023; Jomova et al., 2023).  

Nesse contexto, a radiação UV pode induzir ao estresse oxidativo na pele, 

sendo um dos principais fatores envolvidos no fotoenvelhecimento cutâneo e no 

desenvolvimento do câncer de pele (Wei et al., 2024). No que tange a formação 

de rugas e ao envelhecimento, um dos mecanismos mais conhecidos é a 

produção de NO• que ativa vias de sinalização do fator nuclear -kB (NF-kB), que 

por sua vez ativa a via das proteínas quinases ativadas por mitógeno (MAPKs), 

culminando na ativação da proteína ativadora tipo 1 (AP-1). Consequentemente, 

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

metaloproteinases (MMPs) que estimulam a degradação da matriz extracelular 

e rompimento das fibras de colágeno, acelerando o processo de 

fotoenvelhecimento. E após o início do processo de senescência celular, as 
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enzimas quinases ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) e ATR (ATM and Rad3-

related) atuam bloqueando a degradação autofágica da proteína GATA4 

mediada por p62, e o acúmulo dessa proteína contribui para a ativação da via do 

fator nuclear kappa B (NF-kB), promovendo a liberação de moléculas 

inflamatórias características do fenótipo secretor associado a senescência 

(SASP) (Figura 5) (Kang et al., 2015; Wang et al., 2019; Zhao et al., 2020; Calvo 

et al., 2024). 

 

Figura 5 – Mecanismo celular do fotoenvelhecimento cutâneo induzido por radiação UV. 

 

A radiação solar induz a formação de EROS, que ativam a via de sinalização MAPK, 

estimulando os fatores de transcrição AP-1 e NF-κB nos fibroblastos. Essa ativação leva ao 

aumento da expressão de metaloproteinases, como MMP-1, MMP-2 e MMP-3, resultando na 

degradação e fragmentação do colágeno. Paralelamente, macrófagos ativados induzem ao 

aumento da MMP-12, que degrada fibras de elastina, contribuindo para a elastose solar e 

redução da função das fibras elásticas. E, de forma geral, essa sequência de eventos leva a 

menor interação entre colágeno e fibroblasto, favorecendo o surgimento de fibroblastos 

senescentes, que também contribuem para o acúmulo de EROS, retroalimentando 

positivamente esse processo, perpetuando o processo inflamatório e o envelhecimento da pele. 

Fonte: Adaptado de Shin et al., 2019. 
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E para controlar esses efeitos deletérios, o organismo dispõe de um 

sistema antioxidante complexo, divido em mecanismos enzimáticos e não 

enzimáticos. Dentre as enzimas com função antioxidante, atuando diretamente 

na neutralização de EROs, estão presentes a superóxido dismutase (SOD), a 

catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx). Já os antioxidantes não 

enzimáticos podem ser de origem endógena, como a glutationa, ou exógenos, 

obtidos a parte da dieta e de formulações cosmética, como vitaminas C e E, 

compostos fenólicos (como flavonoides e ácidos fenólicos), resveratrol, ácido 

ferúlico e quercetina (Baek; Lee, 2016; Lee; Park, 2021; Michalak, 2022; Gao et 

al., 2023; Ezema et al., 2024; Gulcin, 2025). 

E no contexto dermatológico e fotoprotetor, esses compostos 

antioxidantes têm ganhado destaque pela sua ação protetora contra os danos 

oxidativos induzidos pela radiação solar, pois os filtros solares podem bloquear 

ou absorver a radiação solar, mas sua ação não é eficiente para impedir 

completamente a formação de radicais livres na pele. Por isso, a associação 

desses produtos com antioxidantes é uma estratégia eficaz para ampliar a 

proteção e inibir de forma mais efetiva a oxidação lipídica, preservar o colágeno 

dérmico, regular enzimas inflamatórias e proteger o DNA (Krutmann et al., 2021; 

Kern et al., 2022; Jesus et al., 2023; Soares et al., 2023; Tran et al., 2023). 

 Contudo, a eficácia desses ativos depende da forma como são 

formulados, tendo em vista que a estabilidade química, a penetração até as 

camadas viáveis da epiderme e a permanência em concentrações adequadas 

por tempo suficiente para ação são aspectos cruciais que desafiam a 

incorporação eficiente de antioxidantes em cosméticos. E uma estratégia 

promissora para superar essas limitações é a nanotecnologia, pois ao 

encapsular esses compostos em sistemas nanoestruturados, a estabilidade do 

sistema é melhorada e permite melhor controle de liberação do ativo, 

potencializando a eficácia e proteção antioxidante nas camadas mais profundas 

na pele (Hatem et al., 2018; Pandey et al., 2024). 
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2.6. Compostos fenólicos 

Uma das classes mais abundantes e diversificadas de metabólitos 

secundários presentes no reino vegetal são os compostos fenólicos, também 

conhecidos como polifenóis, que são definidos estruturalmente pela presença de 

ao menos um anel aromático com grupos hidroxila. Sua síntese é 

majoritariamente por duas rotas biossintéticas: a vida do ácido chiquímico, a 

partir de carboidratos, e a via do mevalonato, a partir de acetil-CoA e malonil-

CoA. Dentre os compostos já identificados, encontram-se os flavonoides, ácidos 

fenólicos, taninos, lignanas, estilbenos e cumarinas (Zagoskina et al., 2023; Han; 

Miao, 2024). 

Essa classe de metabólitos exerce funções essenciais nos processos 

fisiológicos das plantas, como reprodução e pigmentação, assim como na defesa 

contra fatores de estresse abiótico e biótico, a exemplo da radiação UV e a 

escassez hídrica. Além disso, a própria exposição solar pode estimular as vias 

biossintéticas dos polifenóis, especialmente dos flavonoides, que atuam como 

filtros naturais dos raios UV. Nesse contexto, esses metabólitos apresentam 

propriedades fotoprotetoras, além de atividades antioxidantes, anti-inflamatórias, 

antimutagênicas, imunomoduladoras e fotoprotetoras, e por isso, são alvo de 

interesse da indústria farmacêutica e cosmética (Stiller et al., 2021; Dehghanian 

et al., 2022; Shomali et al., 2022; Singh; Singh; Choudhary, 2023; Di Salvo et al., 

2023; Milutinov et al., 2024). 

Sua atividade antioxidante se dá pelo sequestro de EROS, inibição da 

peroxidação lipídica, quelação de íons metálicos que catalisam reações 

oxidativas e regenerações de antioxidantes endógenos, como a coenzima Q10, 

esqualeno e alfa-tocoferol (KOSTYUK et al., 2018; Martins et al., 2020; Pop; 

Diaconeasa, 2021; Turcov; Zbranca-Toporas; Suteu, 2023; Rispo et al., 2024). 

Dentre os compostos fenólicos, destacam-se moléculas como a quercetina, que 

atua doando elétrons ou hidrogênios para neutralizar espécies reativas, além de 

prevenir a peroxidação lipídica, regenerar antioxidantes endógenos como 

glutationa e vitamina E, e modular vias celulares antioxidantes como a Nrf2 

(Merecz-Sadowska et al., 2021). Já os ácidos cafeico e ferúlico, encontrados em 

extratos vegetais como o de Polypodium leucotomos, também se mostram 

eficazes na redução da peroxidação lipídica, na modulação da expressão de 
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MMPs e na regulação da via pró-inflamatória NF-κB, contribuindo assim para a 

proteção cutânea (Hooda; Madke; Chouchary, 2023). As antocianidinas, por sua 

vez, como a delfinidina, auxiliam na preservação da integridade dos lipídios de 

membrana, evitam danos oxidativos ao DNA e possuem importante efeito anti-

inflamatório (Turcov; Zbranca-Toporas; Suteu, 2023). 

 E essa atividade torna esses metabólitos fortes candidatos para a 

proteção contra o estresse oxidativo induzido pela radiação solar (Meccariello; 

D’Angelo, 2021). Além disso, os polifenóis podem inibir vias inflamatórias 

relacionadas à exposição solar ao interferir na interação da fosfolipase A2 e 

ciclooxigenases (COX), reduzindo a produção de mediadores pró-inflamatórios 

como as prostaglandinas. E esse efeito anti-inflamatório contribui indiretamente 

para a proteção da pele contra os efeitos deletérios provenientes do estresse 

oxidativo (Nichols; Katiyar, 2010; Gál et al., 2023). Outrossim, os compostos 

fenólicos podem interferir em processos de hiperpigmentação cutânea causados 

pela radiação solar, uma vez que alguns flavonoides e ácidos fenólicos 

apresentam estrutura semelhante a tirosina, podendo agir como inibidores 

competitivos da tirosinase, enzima envolvida na melanogênese (Obaid et al., 

2021; Kim et al., 2023). 

Por essas razões, diversos extratos vegetais têm sido estudados por 

serem ricos em polifenóis e apresentaram potencial atividade fotoprotetora. Os 

extratos de Lippia microphylla e Dimorphandra gardneriana apresentaram 

resultados promissores quanto à proteção solar e atividade antioxidante, e essas 

atividades foram atribuídas a presença dos flavonoides sakuranetina e dos 

glicosídeos de quercetina presentes nas espécies (Nunes et al., 2018). Gomes 

August e colaboradores (2025) também observaram a influência desses 

compostos nas atividades antioxidantes e fotoprotetoras do extrato de Psidium 

guajava L., onde a presença de ácido vanílico, ácido ascórbico, flavonoides, 

taninos, ácido gálico e catequina foram correlacionadas como responsáveis por 

essas atividades biológicas. 

Portanto, os polifenóis têm se consolidado como ativos naturais 

estratégicos na formulação de fotoprotetores tópicos, pois apresentam atividade 

multifuncional e baixa toxicidade comparada a antioxidantes sintéticos (Castro; 
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Mota; Cazedey, 2022; Lee et al., 2024). Ainda assim, desafios relacionados à 

sua estabilidade e biodisponibilidade cutânea têm impulsionado o uso de 

tecnologias como a nanoencapsulação para evitar a degradação dos compostos 

e favorecer sua retenção na pele, garantindo eficácia e segurança dos produtos 

(Figueroa-Robles; Antunes-Ricardo; Guarjardo-Flores, 2021; Singh; Fatima; 

Srivastava, 2025). 

2.7. Ácido Rosmarínico 

O AR é um composto fenólico pertencente ao grupo dos ácidos 

hidroxicinâmicos. Sua estrutura química se caracteriza pela presença de dois 

anéis fenólicos com a presença de grupos hidroxila (Figura 6), conferindo a esse 

ácido a capacidade de doar prótons, tornando-o um eficiente sequestrador de 

radicais livres (Guan et al., 2022). E devido a sua estrutura química, o AR 

apresenta boa solubilidade em solventes polares, como água e etanol e 

solubilidade limitada em meios lipofílicos, e por isso, seu coeficiente de partição 

é baixo (log P negativo ou próximo de zero) (Zibetti et al., 2016; Lau; Chua, 2019). 

Derivado da via dos fenilpropanoides, a partir da L-tirosina e fenilalanina, 

esse éster natural foi isolado pela primeira vez em 1958, a partir da planta 

Rosmarinus officinalis, e desde então tem sido identificado em várias espécies 

vegetais, principalmente na família Lamiaceae, com destaque para ervas 

aromáticas como Salvia officinalis, Melissa officinalis e no gênero Mentha. Além 

disso, esse composto pode ser obtido sinteticamente a partir da esterificação do 

ácido cafeico com o ácido 3,4-dihidroxifenilacético (Al-Dhabi et al., 2014; Kola et 

al., 2023). 

 

Figura 6 – Estrutura química do Ácido Rosmarínico. 

 

Fonte: Hitl et al., 2021. 
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Nas plantas, a biossíntese do AR envolve a atuação de duas rotas 

metabólicas distintas, partindo de diferentes aminoácidos (Figura 7). Em uma 

delas, a L-fenilalanina dá início ao processo ao ser convertida, passo a passo, 

em ácido cinâmico, depois em ácido p-cumárico, e, por fim, em 4-cumaroil-CoA. 

Essas transformações são catalisadas por enzimas específicas: a fenilalanina 

amônia-liase (PAL), a cinamato 4-hidroxilase (C4H) e a 4-cumaroil-CoA ligase 

(4CL). Paralelamente, a L-tirosina também atua como precursora em outra via 

biossintética, sendo convertida em ácido 4-hidroxifenilpirúvico por meio da ação 

da tirosina aminotransferase, e posteriormente transformada em ácido 4-

hidroxifenil-lático pela enzima hidroxifenilpiruvato redutase. Essas duas vias 

convergem na formação do AR quando os compostos intermediários — p-

cumaroil-CoA e ácido 4-hidroxifenil-lático — são unidos por ação da enzima 

ácido rosmarínico sintase. Esse processo conta ainda com a participação de uma 

monoxigenase do citocromo P450 e sua redutase associada, que auxiliam na 

etapa final de modificação estrutural, completando a síntese dessa molécula 

bioativa (Guan et al., 2022). 

 

Figura 7 – Biossíntese do Ácido Rosmarínico. 

 

Fonte: Adaptado de Guan et al., 2022. 
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Ensaios bioquímicos realizados com AR demonstram sua capacidade de 

neutralizar EROs como radical superóxido, ânion hipoclorito e o radical DPPH 

(2,2-difenil-1-picrilhidrazil), assim como a sua capacidade de impedir a 

lipoperoxidação e quelar metais catalíticos como ferro (Topal; Gulcin, 2022). Em 

estudos realizados com queratinócitos humanos (células HaCaT), o AR foi capaz 

de fortalecer as defesas antioxidantes da pele, por meio do aumento da 

expressão de enzimas essenciais, como GCLC (subunidade catalítica da 

glutamato-cisteína ligase) e GSS (glutationa sintetase), envolvidas na síntese de 

glutationa, um dos principais antioxidantes celulares. Além disso, foi observado 

que o composto estimulou a translocação do fator de transcrição Nrf2 para o 

núcleo das células, ativando vias intracelulares importantes, como AKT (Proteína 

Cinase B) e ERK (Cinase regulada por sinal extracelular), contribuindo para a 

regulação do equilíbrio redox e proteção das células frente ao estresse oxidativo 

(Piao et al., 2024).  

Estudos em modelo de estresse induzido em fibroblastos humanos 

mostraram que o tratamento com AR aumentou a expressão de genes 

antioxidantes ligados ao sistema glutatiônico e proteínas-chave como GPx-1, 

Trx-1 e Prx-1 via Nrf2, mitigando o acúmulo de ROS após exposição ao peróxido 

de hidrogênio (Charoensin; Dansakda, 2023). 

A atividade anti-inflamatória do AR também é descrita, inibindo enzimas 

como a COX e a lipooxigenase (LOX), modulando a via do TNF-α (Fator de 

necrose tumoral - α) e suprimindo a produção de prostaglandinas e citocinas 

inflamatórias, e por isso, têm-se associado a eficácia do efeito do AR em doenças 

inflamatórias como artrite, colite, dermatite atópica, asma e rinite alérgica (Luo et 

al., 2020). Somado a isso, esse ácido também apresenta ação antimicrobiana 

(Moreno et al., 2006), neuroprotetora (Ravaria et al., 2023), antiviral (Samy et al., 

2023) e anticancerígena (Sirajudeen et al., 2024). 

Paralelamente, o AR tem ganhado destaque com sua atividade 

fotoprotetora, onde estudos demonstram que a sua incorporação em 

formulações cosméticas potencializa o FPS e reduz os efeitos deletérios 

causados pelo estresse oxidativo induzido pela radiação solar (Bispo et al., 

2023). Além disso, sua veiculação em sistemas nanoestruturados têm 
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demonstrado maior eficácia da atividade antioxidante do composto, assim como 

sua ação anti-inflamatória e antibacteriana foi aprimorada em comparação ao 

composto livre (Huerta-Madronal et al., 2021). 

2.8. Fotoproteção e Produtos Naturais 

2.8.1. Protetores solares convencionais 

Os protetores solares representam a primeira linha de defesa tópica 

contra os danos causados pelos raios UV, prevenindo a pele de queimaduras 

solares, hiperpigmentações, envelhecimento extrínseco e até mesmo o câncer 

de pele. Eles podem ser encontrados na forma de cremes, loções, géis, bastões 

ou sprays (Guan; Lim; Mohammad, 2021; Portilho et al., 2023) e segundo a 

Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) n° 629 de 10 de março de 2022, a 

definição de protetor solar consiste em qualquer preparação cosmética 

destinada a proteger a pele e os lábios contra a radiação UVB e UVA absorvendo, 

dispersando ou refletindo essa radiação. Além disso, a RDC n° 752 de 19 de 

setembro de 2022 classifica os protetores como produtos cosméticos de grau 2, 

sendo necessário a comprovação de segurança e eficácia antes da 

comercialização, e a RDC n° 600 de 9 de fevereiro 2022 estabelece quais filtros 

ultravioletas e concentrações são permitidos. E os filtros solares podem ser 

classificados quanto à natureza química (orgânicos ou inorgânicos) (Ngoc et al., 

2019) e ao espectro de ação (UVA, UVB ou de amplo espectro) (Geoffrey; 

Mwangi; Maru, 2019).  

Nesse contexto, os filtros orgânicos ou químicos são moléculas 

aromáticas que absorvem os raios UV e transformam essa energia em calor ou 

luz visível, a exemplo do octocrileno, avobenzona, ácido p-aminobenzóico 

(PABA), salicilatos e metoxicinamato de etilhexila. Sua ação se dá a partir da 

absorção de um fóton UV, que promove a mudança de elétrons que estavam em 

seu orbital molecular mais alto ocupado (HOMO) para o seu orbital molecular 

desocupado mais baixo (LUMO), e ao retornar para o estado inicial, liberam a 

energia absorvida na forma de calor e fosforescência (Nunes et al., 2018; Araki; 

Baby, 2025). E sua eficácia depende de sua estrutura química e estabilidade à 

luz (Kryczyk-Poprawa; Kwiecien; Opoka, 2019). Por outro lado, os filtros 

inorgânicos, ou físicos, agem pela reflexão e dispersão da radiação UV, 
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formando uma barreira física sobre a pele, apresentam melhor estabilidade e são 

menos irritantes, e são representantes dessa classe o dióxido de titânio (TiO2) e 

o óxido de zinco (ZnO) (Rodrigues, 2019). 

A eficácia de um protetor solar é avaliada por parâmetros como o FPS, o 

Fator de Proteção UVA (FP-UVA) e o comprimento de onda crítico. O FPS está 

relacionado a capacidade do produto em proteger a pele contra os efeitos 

eritematosos da radiação UVB, cujo o cálculo é baseado na dose mínima de 

radiação necessária para causar eritema em pele protegida versus pele 

desprotegida. Já o FP-UVA representa a proteção contra os efeitos cumulativos 

da radiação UVA (Addor et al., 2022), enquanto o comprimento de onda crítico 

corresponde ao ponto em que 90% da absorção UV ocorre até 400 nm (Schalka 

et al., 2014). A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa), por meio do 

Manual de Regularização de Protetor Solar de 2024, preconiza que um protetor 

solar eficaz deve apresentar FPS > 6, FP-UVA > ⅓ do FPS e o comprimento de 

onda crítico > 370 nm. 

Embora os filtros solares sejam indispensáveis na proteção da pele contra 

os danos da radiação ultravioleta, há uma crescente preocupação quanto à 

segurança dos ativos de origem sintética. Por exemplo, muitos filtros químicos 

apresentam baixa fotoestabilidade, como a avobenzona, eficiente filtro UVA em 

sua forma ativa (enol) (figura 8), mas quando exposta prolongadamente à luz, 

pode converter-se em uma forma inativa (diketo) que absorve em comprimentos 

de onda UVC, comprometendo sua eficácia fotoprotetora (Holt et al., 2021).  
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Figura 8 – Equilíbrio tautomérico do avobenzona sob radiação UV. 

 

Espectro de absorção UV-Vis normalizado da avobenzona no início da exposição e após 1 

hora, demonstrando a diminuição da absorbância máxima (~360 nm). Esse evento pode ser 

associado à fotodegradação da forma enólica (ativa) e à presença da forma dicetônica (menos 

eficaz na absorção UV). 

Fonte: Holt et al., 2021. 

 

Somado a isso, esse filtro tem sido relatado como capaz de proliferar 

células de câncer de mama MCF-7 in vitro e efeitos antiandrogênicos foram 

observados a partir do uso de oxibenzona (Schneider; Lim, 2019). Além disso, 

filtros orgânicos sintéticos podem penetrar camadas mais profundas da pele e 

atingir a corrente sanguínea, como o filtro UVB benzofenona-3, que ao ser 

absorvido pode se ligar à albumina plasmática e interferir na ação de hormônios 

e medicamentos, além de atravessar barreiras biológicas importantes, como a 

hematoencefálica, podendo causar efeitos endócrinos e neurológicos (Wnuk et 

al., 2019; Mustieles et al., 2023). 

Do ponto de vista ambiental, os riscos também são significativos, tendo 

em vista que compostos como oxibenzona, octocrileno e metoxicinamato de 

etilhexila podem gerar impactos em organismo marinhos quando liberados em 

ambientes aquáticos, levando ao branqueamento e morte dos recifes de corais 

e bioacumulação em animais marinhos, podendo gerar consequências 

ecológicas e toxicológicas ao longo da cadeia alimentar (Schneider; Lim, 2019; 
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Chatzigianii et al., 2022). Além disso, filtros inorgânicos considerados como mais 

seguros, como óxido de zinco e dióxido de titânio, apresentam desafios estéticos, 

como resíduos esbranquiçados sobre a pele, tornando-os menos atrativos do 

ponto de vista estético (Morquette; Waples; Heath, 2022).  

 Diante desses aspectos, o uso de filtros sintéticos deve ser 

cuidadosamente avaliado quanto à segurança para o organismo humano quanto 

para o meio ambiente, incentivando a busca por alternativas mais sustentáveis 

e menos agressivas (Just-Sarobé, 2025). 

2.8.2. Incorporação de produtos naturais com ação antioxidante e 

fotoprotetora 

Diante das limitações e riscos associados ao uso de filtros sintéticos, 

cresce o interesse por alternativas mais seguras, eficazes e sustentáveis. 

Portanto, os compostos de origem natural vêm ganhando destaque, 

principalmente aqueles com reconhecida ação antioxidante, capazes de atuar 

em sinergia com a filtração UV, potencializando a fotoproteção e reduzindo os 

efeitos colaterais (Thompson et al., 2021). 

 Diversas espécies vegetais têm se mostrado promissoras nesse contexto, 

ao apresentar propriedades antioxidantes, anti-inflamatórias e proteção contra 

os danos causados pela radiação ultravioleta. O extrato de Antidesma 

thwaiesianum, fruta tropical rica em compostos fenólicos como ácido ferúlico e 

cafeico, conseguiu reduzir significativamente os danos oxidativos em 

queratinócitos humanos expostos à radiação UVB, assim como inibiu a 

expressão de mediadores inflamatórios como COX-2 e Prostaglandina E2 

(PGE₂), revelando seu potencial atividade fotoprotetora, antioxidante e anti-

inflamatória (Natewong et al., 2022). Outro exemplo relevante é a Dalbergia 

monetaria, planta amazônica cujo extrato etanólico apresentou FPS acima de 6, 

valor mínimo exigido pela ANVISA para ser considerado com atividade 

fotoprotetora (Paixão et al., 2023), e somado a esse FPS, o extrato também 

apresentou potente capacidade antioxidante, sugerindo seu uso como agente 

bioativo em formulações cosméticas (De Araújo et al., 2023). 

 Além disso, plantas da família Lamiaceae, como Plectranthus amboinicus, 

também é destaque na área fotoprotetora e antioxidante, onde formulações 
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contendo 10% de extrato apresentou valor de FPS superior a 13, e essa 

atividade foi atribuída a presença de flavonoides e ácidos fenólicos presentes 

nessas espécies, que também contribuem no controle do estresse oxidativo e da 

inflamação cutânea (Gomes et al., 2021; Terto, 2021). Além disso, extratos de 

Salvia officinalis contêm AR e carnosol, que aumentam a produção de 

antioxidantes endógenos e reduzem marcadores inflamatórios e enzimas 

antienvelhecimento, revelando seu potencial aplicação em formulações 

cosméticas fotoprotetores e antioxidantes (Michalak, 2023). Outra espécie 

importante dessa família, é o Alecrim (Rosmarinus officinalis), cujo os níveis de 

ácido rosmarínico aumentam sob radiação UVB, reforçando sua atividade 

fotoprotetora natural, além de sua capacidade antioxidante e antimicrobiana 

(Kumari; Prasad, 2013). 

 Dentre as diversas espécies vegetais com potencial fotoprotetor, Mentha 

x villosa vem se destacando por apresentar uma combinação promissora de 

compostos fenólicos com reconhecida atividade biológica. Estudos prévios 

demonstraram que o extrato aquoso das folhas dessa espécie apresentaram 

altos teores de compostos fenólicos e derivados de flavonoides, incluindo o ácido 

rosmárinico e a luteolina-7-O-rutenosídeo, marcadores mais importantes dessa 

espécie, assim como o extrato de M. x villosa apresentou eficácia nas reações 

de captura de radicais, revelando sua proteção contra o estresse oxidativo e 

também estudos sazonais da atividade fotoprotetora dessa espécie demonstrou 

altos valores de FPS, entre 13 e 15, revelando sua potencial aplicação 

fotoprotetora (Fialova et al., 2015; Gomes, 2022).  

 Diante desses resultados promissores, o presente trabalho dá 

continuidade às pesquisas com a espécie, buscando incorporar o extrato de 

Mentha x villosa em sistemas nanoestruturados, com o obtivo de potencializar 

suas ações biológicas e superar limitações comuns a compostos naturais em 

formulações tópicas, como estabilidade, liberação controlada e prolongada do 

ativo sobre a pele e redução da penetração cutânea dos compostos, tornando o 

uso tópico mais seguro. 
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2.9. Nanotecnologia aplicada a fotoproteção 

A nanotecnologia tem se consolidado como uma ferramenta promissora 

na inovação de produtos cosméticos e cosmecêuticos, permitindo a manipulação 

de materiais em escala nanométrica e abrindo novas possibilidades para o 

cuidado com a pele, inclusive na fotoproteção. Sua aplicação proporciona 

vantagens significativas, como maior biodisponibilidade dos ativos, 

prolongamento da ação, controle da liberação e maior aderência cutânea, 

resultando em formulações mais eficazes e atrativas para os consumidores. 

Dessa forma, surgem os nanocosmecêuticos, desenvolvidos a partir da 

incorporação de compostos bioativos em nanossistemas como lipossomas, 

etossomas, nanocápsulas, nanopartículas lipídicas sólidas, dendrímeros, 

cubossomos e nanoemulsões, protegendo-os da degradação, mascarando 

odores indesejáveis e melhorando a estabilidade das formulações (Gupta et al., 

2022). 

 No campo da fotoproteção, a nanotecnologia tem revolucionado o 

desenvolvimento de filtros solares, especialmente com o uso de nanopartículas 

inorgânicas como ZnO e TiO₂, melhorando a transparência visual, evitando o 

efeito esbranquiçado na pele, ao mesmo tempo que mantêm ou até aumenta a 

eficácia de absorção da radiação UV (Schneider; Lim, 2019). Estudos recente 

conduzidos por Barbosa e colaboradores (2019) mostram que os sistemas 

nanotecnológicos podem melhorar a performance de filtros solares químicos, 

como a incorporação da benzofenona-3 em nanocápsulas de óleo de cenoura e 

poli (ε-caprolactona) que resultou na maior estabilidade da molécula e atividade 

fotoprotetora sinérgica, além de não irritar a pele. 

 Nessa perspectiva, houve um crescente interesse no desenvolvimento de 

nanofotoprotetores a partir de espécies vegetais, especialmente aquelas ricas 

em compostos fenólicos, como flavonoides e ácidos fenólicos, com o objetivo de 

promover liberação controlada dos ativos e proteção contra a degradação 

fotoquímica, aliando a eficácia dos ativos naturais com a proteção e benefícios 

dos nanossistemas (Hedge et al., 2024).  

Taniyadukkam e colaboradores (2023) desenvolveram formulações 

fotoprotetoras contendo nanopartículas sólidas de Spinacia oleraceae e 
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observaram altos valores de FPS in vitro e in vivo, superiores a 14 e quando 

submetidas a testes de irritação cutânea, não houve reações de 

hiperssensibilidade, revelando uma potencial aplicação fotoprotetora segura da 

formulação. E Cefali e colaboradores (2019) também observou que formulações 

desenvolvidas a partir de nanopartículas com extratos vegetais enriquecidos 

com flavonoides (Ginkgo biloba L., Dimorphandra mollis Benth, Ruta graveolens 

e Vitis vinifera L.) apresentaram fotoestabilidade, liberação controlada de 

flavonoides e manutenção desses ativos na pele em maior extensão, sendo um 

produto promissor para proteger a pele contra danos da radiação solar.  

Portanto, a nanotecnologia aplicada à fotoproteção representa uma 

estratégia altamente eficiente e inovadora, tanto para aumentar a estabilidade e 

eficácia dos ativos quanto para reduzir seus riscos à saúde humana. 

2.9.1. Nanocápsulas poliméricas 

As nanocápsulas poliméricas (NCPs) são partículas de tamanho entre 10 

a 1.000 nm, formadas por um núcleo oleoso envolto por uma membrana 

polimérica e estabilizado por surfactantes, onde o fármaco ou ativo encontra-se 

disperso na matriz, dissolvido no núcleo ou adsorvido à superfície das 

nanopartículas. A produção desses nanossistemas envolve a escolha de 

materiais que confira alta estabilidade e eficiência, garantindo o tamanho 

desejado para as nanopartículas e as características necessárias para as 

diferentes aplicações (Louchard, 2016; Luzenti, 2022; Yu et al., 2023).  

Os polímeros empregados na produção dessas nanocápsulas são 

geralmente materiais biocompatíveis e biodegradáveis, de origem sintética ou 

natural, que confere ao sistema alta estabilidade e eficiência. Nesse sentido, a 

poli-e-policaprolactona (PCL) é um polímero versátil, biocompatível e de 

natureza hidrofóbica, cujo o aumento do tamanho da sua cadeia polimérica 

influencia no tamanho da partícula (diretamente proporcional) e estabilidade do 

sistema (Woodruff; Hutmacher, 2010; Mohammadian et al., 2023). 

Nesse viés, a fase oleosa deve possuir miscibilidade com a fase 

polimérica para garantir a tensão superficial do sistema e deve evitar a difusão e 

cristalização do ativo no meio externo aquoso (Dong et al., 2009). Já o 

surfactante influencia no tamanho das partículas ao participar da formação e 
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estabilidade das NCPs, onde menores concentrações desse componente 

acarreta na geração de partículas maiores, pois a formação da barreira interfacial 

é menos eficiente, o que facilita a coalescência entre as gotículas da emulsão, 

assim como a carga superficial também é reduzida, diminuindo a repulsão entre 

elas (Zyl et al., 2004; Szczepanowicz et al., 2017). 

Uma das estratégias mais utilizadas para a obtenção de nanocápsulas 

poliméricas, especialmente para encapsular ativos hidrossolúveis, é a técnica de 

dupla emulsão, geralmente associada ao método de evaporação de solvente. 

Essa abordagem baseia-se na formação de emulsões do tipo água-em-óleo-em-

água (A1/O/A2), em que a fase aquosa interna (A1), contendo o ativo hidrofílico, 

é dispersa em uma fase oleosa (O) com o polímero e um emulsificante lipofílico. 

Essa emulsão primária é, então, novamente emulsificada em uma segunda fase 

aquosa externa (A2), que contém um emulsificante hidrofílico, formando a 

emulsão dupla, e em seguida, ocorre a evaporação controlada do solvente 

orgânico presente na fase oleosa, o que induz a precipitação e endurecimento 

do polímero ao redor do ativo, originando as nanocápsulas. Essa técnica permite 

alta eficiência de encapsulamento, proteção do ativo e, frequentemente, uma 

liberação mais controlada, sendo uma alternativa promissora para fármacos ou 

compostos bioativos sensíveis à degradação (Iqbal et al., 2015). 

 Dessa forma, a incorporação de ativos em nanocápsulas têm atraído 

atenção crescente no desenvolvimento de cosméticos, especialmente em 

formulações de protetores solares, uma vez que esses sistemas permitem 

encapsular filtros UV, aumentando o FPS, promovendo maior estabilidade frente 

à radiação e reduzindo a penetração sistêmica dos ativos (Zhou et al., 2021; 

Fonseca et al., 2023).  

 

 

. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

Desenvolver nanossistemas contendo extrato de Mentha x villosa Huds 

para aplicação fotoprotetora. 

3.2. Objetivos específicos  

• Produzir o extrato etanólico bruto (EEB) e desclorofilado a partir das 

partes aéreas secas de Mentha x villosa Huds; 

• Desenvolver nanoformulações com os extratos de Mentha x villosa Huds 

em diferentes parâmetros e técnicas para determinar o melhor método e 

composição do sistema;  

• Otimizar a produção através da utilização de um planejamento 

experimental do tipo Box-Behnken; 

• Caracterizar os nanossistemas através de análises de tamanho, índice de 

polidispersão, potencial zeta, doseamento e eficiência de encapsulação 

do ácido rosmarínico, morfologia, espectroscopia de infravermelho e 

análises térmicas; 

• Determinar o fator de proteção solar dos nanossistemas na base final do 

produto; 

• Determinar a estabilidade dos nanossistemas otimizados sob diferentes 

temperaturas; 

• Realizar teste de cinética de liberação in vitro do ácido rosmarínico a partir 

dos nanossistemas otimizados; 

• Avaliar a citotoxicidade in vitro das nanocápsulas frente a células HaCat. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Local da pesquisa 

A obtenção e caracterização analítica das amostras foram realizadas no 

Laboratório Multiusuário de Caracterização e Análise (LMCA) localizado no 

Instituto de Pesquisa em Fármacos e Medicamentos (IPeFarM/UFPB). A 

produção e caracterização das nanoformulações foram realizadas no 

Laboratório de Biotecnologia Farmacêutica (BioTecFarm), também localizado no 

IPeFarM/UFPB. As análises térmicas foram realizadas no Núcleo de Controle de 

Qualidade de Medicamentos e Correlatos (NCQMC) localizado no Centro de 

Ciências da Saúde da Universidade Federal de Pernambuco (CSS/UFPE). Já a 

morfologia das partículas por perfilômetro foi realizada no Laboratório Integrado 

de Biomateriais (LABIO), localizado no Centro de Ciências da Saúde (CCS) da 

UFPB. No que diz respeito a avaliação da toxicidade celular in vitro das 

nanoformulações foi realizada no Laboratório de OncoFarmacologia (OncoFar), 

localizado no IPeFarM/UFPB.  

4.2. Materiais 

Os materiais empregados para o desenvolvimento do estudo foram: 2,2-

difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), 2,2'-Azino-bis(ácido 3 etilbenztiazolina-6-sulfônico 

(ABTS), trolox, reagente Folin-Ciocalteu, ácido gálico, ácido ascórbico, ácido 

rosmarínico, carbonato de sódio, persulfato de amônio, policaprolactona 10.000 

kDa, Span®60, Tween®80, 3 (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio brometo 

(MTT), estreptomicina, DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) e DMSO 

(Dimetilsulfóxido) (Sigma-Aldrich®)  todos obtidos da Sigma Aldrich®, EUA; 

álcool n octílico P.A. (Dinâmica – Química contemporânea LTDA, Brasil), Metanol 

para cromatografia líquida (grau HPLC, LiChrosolv®) e soro fetal bovino 

(GIBCO®, Grand Island, NY, EUA). 

4.3. Obtenção do extrato etanólico bruto (EEB) de Mentha x villosa 

Huds 

As partes aéreas (folhas) de Mentha x villosa Huds foram coletadas no 

Horto do Instituto de Pesquisa em Fármacos e Medicamentos (7°08′29.875′′ S / 

34°50′48.757′′ W), localizado no Campus I da Universidade Federal da Paraíba, 
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em João Pessoa – PB. A coleta foi realizada em 15 de janeiro de 2024, momento 

em que a espécie estava com aproximadamente três meses de idade, 

totalizando 1,5 kg de folhas frescas. E para fins de registro e rastreabilidade, um 

exemplar da planta coletada foi identificado e depositado no Herbário Prisco 

Bezerra, da Universidade Federal do Ceará (Fortaleza – CE), sob o número 

14.996. O acesso ao patrimônio genético também foi devidamente registrado na 

plataforma do Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e 

Conhecimentos Tradicionais Associados (SISGEN), sob o número A3BA60D. 

Após a coleta, as folhas foram submetidas à secagem em estufa de ar 

circulante por 72 horas, resultando em 98 g de material seco. Em seguida, a 

extração foi realizada por meio de turbólise em equipamento Ultraturrax (KA 

Dispersadores, T18 digital ULTRA-TURRAX®) a 5.000 rpm, utilizando 1,96 L de 

etanol 70%. A extração foi conduzida em quatro ciclos de 30 segundos, 

intercalados por 5 minutos de intervalos entre eles, e a solução foi então 

concentrada em rotaevaporador.  

4.4. Desclorofilação do EEB de Mentha x villosa Huds 

O extrato foi desclorofilado para comparar o aspecto visual das 

formulações com o extrato bruto e inicialmente foram solubilizados 20g do 

extrato em 245mL de uma solução de metanol:água (7:3, v/v) para promover a 

floculação da clorofila devido a sua baixa solubilidade no meio. A solução foi 

mantida em repouso por 30 minutos na geladeira, permitindo a agregação dos 

pigmentos lipofílicos. Em sequência, a mistura hidrometanólica foi submetida à 

filtração a vácuo em um funil de Buchner de vidro com placa porosa 1 coberto 

por Celite®, foi realizada a lavagem com a solução de metanol:água e então, o 

filtrado (desclorofilado) foi concentrado em rotaevaporador (Ferri, 1996; Borges 

et al., 2007; Magalhães, Rosa, Bara, 2011).  

4.5. Determinação colorimétrica do teor de compostos fenólicos nos 

extratos 

A quantificação dos compostos fenólicos totais foi realizada segundo o 

método descrito por Gulcin e colaboradores (2004), o qual emprega o ácido 

gálico como composto padrão. Para isso, preparou-se uma solução a 10% do 

reagente de Folin-Ciocalteu em água destilada e em seguida, 500 µL dessa 
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solução foram incubados com 120 µL das soluções aquosas dos extratos (com 

clorofila e sem clorofila, separadamente) na concentração de 1mg/mL, ao abrigo 

da luz e sob temperatura ambiente. Após um repouso de 8 minutos, a reação foi 

neutralizada com a adição de 400 µL de carbonato de sódio (Na₂CO₃) a 7,5% e 

a mistura permaneceu em repouso por 120 minutos. Após esse período, 

alíquotas de 200 µL dessa reação foram transferidas para uma placa de 96 

poços, e a leitura foi realizada em leitor de microplacas (modelo H1M, BIOTEK), 

com comprimento de onda de 765 nm. Como branco, foi empregado uma 

alíquota de 200 µL de uma mistura contendo 120 µL da amostra e 900 µL de 

metanol. Todas as análises foram realizadas em triplicata e a quantificação foi 

determinada a partir da equação de regressão linear gerada pela curva de 

calibração do ácido gálico, nas concentrações de 100, 150, 200, 250 e 300 

µg/mL. Os resultados foram expressos em miligramas de equivalente de ácido 

gálico por grama de extrato (mg EAG/g de extrato). 

4.6. Determinação da atividade antioxidante in vitro 

4.6.1. Método de Sequestro de Radicais DPPH 

Para avaliar a atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical 

DPPH, foi seguido o método descrito por Garcez e colaboradores (2009), sendo 

o metanol o solvente utilizado. Inicialmente, foi preparada uma solução de DPPH 

a 0,3 mM, da qual 100 µL foram adicionados a 100 µL da solução dos extratos 

(com e sem clorofila) em diferentes concentrações (20, 40, 60, 80 e 100 µg/mL) 

em uma placa de 96 poços. Para controle positivo, foi empregado a ácido 

ascórbico, nas mesmas condições, e controle negativo, empregou-se uma 

mistura de 100 µL da solução de DPPH e 100 µL de metanol, representando a 

condição de 100% de radicais livres não sequestrados, enquanto o branco foi 

composto por 100.µL das amostras e 100 µL metanol. 

Após a mistura, as reações foram mantidas em repouso por 30 minutos à 

temperatura ambiente e protegidas da luz. Em seguida, foi realizada a leitura da 

absorbância em leitor de microplacas (modelo H1M, BIOTEK), com comprimento 

de onda de 517 nm. Todas as análises foram executadas em triplicata. 

A partir dos dados obtidos, calculou-se a porcentagem de atividade 

sequestradora (% AS) de radicais livres, conforme a equação 1. Os valores 
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obtidos de % AS em função das concentrações testadas foram utilizados para 

construção das curvas de calibração de cada amostra, o que permitiu a 

determinação da CE₅₀ — concentração necessária do extrato (em µg/mL) para 

reduzir 50% dos radicais DPPH. 

Equação 1 – Cálculo da porcentagem da atividade sequestradora (%AS) de radical. 

%𝑨𝑺 =
𝐴𝐵𝑆𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜−𝐴𝐵𝑆𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝐵𝑆𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜
 𝑥 100                               (1) 

ABS = Absorbância. 

4.6.2. Ensaio de descoloração do radical ABTS 

Conforme descrito por Moreira (2019) foi realizada a avaliação da 

atividade antioxidante pelo método de descoloração do radical ABTS [2,2'-Azino-

bis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico)]. O radical ABTS⁺• foi gerado a partir 

da reação entre 500 µL da solução de ABTS a 7 mM e 5,05 µL persulfato de 

amônio (APS) a 245 mM. Essa mistura foi incubada em ambiente escuro, à 

temperatura ambiente, por um período de 12 a 16 horas. Em seguida, foi diluído 

10 µL do radical ABTS em 1 mL de água ultrapura, cujo o objetivo foi garantir que 

a solução diluída do radical absorva 0,700 a 734 nm, cuja análise foi realizada 

em leitor de microplacas (modelo H1M, BIOTEK). 

Como padrão de referência antioxidante, utilizou-se o Trolox (6-Hydroxy-

2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic Acid) solubilizado em metanol, nas 

concentrações de 12,5; 25; 50; 100 e 200 µg/mL. Já o extrato bruto e 

desclorofilado foram preparados também em metanol, nas concentrações de 

100, 200, 300, 400 e 500 µg/mL. Para o ensaio, foram depositados 10 µL de 

cada amostra (ou padrão) em poços de uma placa de 96 poços, seguidos da 

adição de 190 µL da solução do radical ABTS⁺•. A leitura foi realizada após 5 

minutos de reação, no comprimento de onda de 734 nm. O branco foi composto 

por 10 µL das amostras e 190 µL de água ultrapura. O controle negativo, 

correspondente a 100% da atividade do radical, foi preparado com 10 µL da 

solução do ABTS⁺• e 190 µL de metanol. 

A partir das leituras de absorbância, foi calculada a porcentagem de 

descoloração do radical (% redução), conforme a equação 2, indicando a 
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capacidade sequestradora de radicais da amostra. Os valores obtidos para cada 

concentração foram utilizados para construção das curvas de calibração, o que 

possibilitou a determinação da CE₅₀, definida como a concentração do extrato 

(µg/mL) capaz de reduzir 50% dos radicais ABTS⁺• 

Equação 2 - Cálculo da porcentagem de descoloração do ABTS. 

%𝑫𝒆𝒔𝒄𝒐𝒍𝒐𝒓𝒂çã𝒐 𝒅𝒐 𝑨𝑩𝑻𝑺 =
𝐴𝐵𝑆𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜−𝐴𝐵𝑆𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝐵𝑆𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜
 𝑥 100                   (2) 

ABS = Absorbância. 

4.7. Doseamento do Ácido Rosmarínico nos extratos vegetais 

A quantificação do AR nos extratos vegetais foi realizada com base na 

construção de uma curva de calibração utilizando o padrão analítico (pureza 

96%, Sigma-Aldrich) nas concentrações de 80, 120, 160, 200, 240 e 280 µg/mL. 

As amostras foram preparadas na concentração de 1 mg/mL, injetadas em 

triplicata, e analisadas por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE).  

A análise cromatográfica foi realizada utilizando fase móvel A e B, 

compostas por água acidificada com 0,1% de ácido fosfórico (H₃PO₄) e metanol, 

respectivamente, e a solução diluente utilizada foi uma mistura de metanol e 

água acidificada com 0,1% de H₃PO₄ na proporção 50:50. Já o sistema foi 

operado em modo gradiente, iniciado com 38% de fase móvel B, permanecendo 

assim até o 5º minuto, então a proporção de metanol aumentou gradualmente: 

42% aos 9 minutos, 45% aos 12 minutos, 50% aos 15 minutos, mantendo-se em 

50% até os 20 minutos. Em seguida, retornou a 38% no 24º minuto, totalizando 

24 minutos de corrida cromatográfica. Além disso, o fluxo foi mantido constante 

em 1 mL/min, com a temperatura do forno ajustada em 26 °C e o volume de 

injeção de amostra foi de 20 µL e a detecção foi realizada no comprimento de 

onda de 330 nm. 

As análises foram conduzidas em um sistema CLAE modelo Prominence 

(Shimadzu®), composto por um autoinjetor SIL-20A HT, módulo de 

bombeamento de solventes quaternário LC-20AT, sistema de desgaseificação 

DGU-20A5R, forno de coluna CTO-2A, detector de arranjo de diodos SPD-M20A 

e unidade de controle CBM-20A. A separação foi realizada em uma coluna C18 



59 
 

(250 mm × 4,6 mm, 5 µm de diâmetro de partícula; Shimadzu®) acoplada com 

uma pré-coluna (pré-coluna Shim-pack GIST (G), C18, 5 µm, 4.0 × 10 mm, com 

cartucho; Shimadzu®). A aquisição e o processamento dos dados 

cromatográficos foram realizados por meio do software LC Solution® (Shimadzu, 

Japão). 

4.8. Estudo de pré-formulação para produção de nanossistemas 

contendo o extrato de Mentha x villosa Huds 

Considerando o objetivo de desenvolver nanoformulações contendo o 

extrato de Mentha x villosa Huds. para aplicação em formulações fotoprotetoras, 

foram elaborados três tipos distintos de nanossistemas, cada um contendo, 

separadamente, o extrato bruto e o extrato desclorofilado, para avaliar qual seria 

o melhor sistema do ponto de vista físico-químico para seguir com os estudos. 

Os sistemas desenvolvidos foram: nanocápsulas poliméricas obtidas por técnica 

de dupla emulsão (NCPs), carreadores lipídicos nanoestruturados (NLCs) e 

lipossomas. 

4.8.1. Produção das nanocápsulas poliméricas por dupla emulsão 

O desenvolvimento das nanocápsulas poliméricas seguiu o método 

descrito por Iqbal e colaboradores (2015), onde a fase oleosa foi composta por 

50 mg de policaprolactona-10 (PCL-10), 30 mg de monoestearato de sorbitano 

(Span®60) e 1 mL de diclorometano, sendo esta fase solubilizada em banho de 

gelo por meio de um sonicador ultrassônico de células 550w 

(Ultronique®20MHz) operando a 50% de potência por 15 segundos. Em seguida, 

a fase aquosa 1, constituída por 500 µL de água ultrapura e 10 mg do extrato 

bruto, foi gotejada lentamente na fase oleosa. Então, a emulsão resultante foi 

submetida à homogeneização utilizando o sonicador ultrassônico na potência 

máxima por 2,5 minutos. 

Posteriormente, adicionou-se a fase aquosa 2, composta por 100 mg de 

polissorbato 80 (Tween®80) e 10 mL de água ultrapura, à emulsão formada 

anteriormente, durante agitação em sonicador ultrassônico na potência média 

(50%) por 3 minutos. Por fim, a formulação foi transferida para um balão de fundo 

redondo e este foi acoplado a um rotaevaporador para evaporação do solvente 

orgânico, até atingir um volume final de 5 mL da formulação. 
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O mesmo procedimento foi repetido utilizando o extrato desclorofilado na 

composição da fase aquosa 1, substituindo o extrato etanólico bruto. 

4.8.2. Produção dos carreadores lipídicos nanoestruturados 

Para a produção do carreador lipídico nanoestruturado (CLN), foi seguido 

a técnica proposta por Dos Santos Sales e colaboradores (2024). Inicialmente 

foram preparadas duas fases: a fase oleosa, composta por 10 mg de Precirol®, 

140 mg de triglicerídeos de cadeia média (MCT), 20 mg de Lipoid® e 2 mg do 

extrato bruto; e a fase aquosa, constituída por 25 mg de Kolliphor® e água 

ultrapura em quantidade suficiente para 1 mL. Ambas as fases foram aquecidas 

(com controle de temperatura até 65°C) separadamente em banho-maria sob 

agitação magnética 600 rpm até a completa solubilização dos componentes. 

Em seguida, a fase aquosa foi vertida lentamente sobre a fase oleosa sob 

agitação magnética contínua por 2 minutos. Então, a emulsão formada foi 

submetida à homogeneização em sonicador ultrassônico de células 

(Ultronique®20MHz, 550w) operando a 70% de potência por 1 minuto.  

O mesmo procedimento foi repetido utilizando o extrato desclorofilado na 

fase oleosa, em substituição ao extrato bruto. E por fim, as formulações foram 

armazenadas a 4°C para análise dos parâmatros físico-químicos. 

4.8.3. Produção dos lipossomas 

A produção dos lipossomas seguiu o método de Bangham ou técnica de 

hidratação do filme lipídico (Ávila et al., 2023). Para compor a fase lipídica, foram 

utilizados 150 mg de fosfatidilcolina e 19 mg de colesterol, solubilizados em 10 

mL de uma solução clorofórmio:metanol (3:1, v/v) sob agitação até completa 

homogeneização. Em seguida, essa mistura foi transferida para um balão de 

fundo redondo e submetida à evaporação a 37 °C em rotaevaporador, com o 

objetivo de formar um filme lipídico uniforme. 

Após a secagem, foi realizada a redispersão do filme com 2 mL de uma 

solução aquosa do extrato (0,57 mg/mL), por meio de movimentos circulares 

suaves. Então, a dispersão obtida foi submetida a homogeneização em 

sonicador ultrassônico de células (Ultronique®20Mhz, 550w) por 2 minutos com 

60% de potência. Por fim, a suspensão foi filtrada em filtro de seringa 0,45 µm 
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(membrana de nylon; Whatman Uniflo, GE Healthcare Life Sciences) e foi obtido 

o nanossistema lipossomal. 

O mesmo protocolo foi replicado utilizando o extrato desclorofilado em 

substituição ao extrato bruto. 

4.9. Planejamento fatorial de produção das nanoformulações (tipo 

Box-Behnken) 

Com base na análise dos dados obtidos no estudo de pré-formulação, o 

nanossistema selecionado para dar continuidade aos testes foi a nanocápsula 

polimérica obtida por dupla emulsão (NCPs). A partir disso, foi desenvolvido um 

planejamento experimental do tipo Box-Behnken, com o objetivo de otimizar a 

formulação por meio da avaliação de variáveis independentes críticas para a 

formação eficiente das partículas (EBRAHIMI et al., 2021). 

Dessa forma, as variáveis independentes foram as concentrações de 

polímero (30, 50 e 70mg) na fase orgânica, bem como as concentrações de 

tensoativo (50, 75 e 100mg) e extrato (1, 5 e 9mg) na fase aquosa. Já como 

variáveis dependentes, foram considerados o diâmetro hidrodinâmico médio das 

partículas, o teor de AR e a eficiência de encapsulação. A otimização das 

formulações foi avaliada com base nos resultados obtidos, por meio da 

construção de gráficos tridimensionais de superfície de resposta no software 

Statistica® 7 (StatSoft Inc.). E dessa forma, diferentes proporções das variáveis 

independentes foram aplicadas na produção das NCPs, seguindo a metodologia 

descrita anteriormente, conforme detalhado na tabela 1. 
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Tabela 1 - Variáveis independentes das nanocápsulas poliméricas de dupla emulsão. 

 Tween 80 Extrato PCL10 

F01 0 (75mg) 0 (5mg) 0 (50mg) 

F02 -1 (50mg) 1 (9mg) 0 (50mg) 

F03 -1 (50mg) 0 (5mg) 1 (70mg) 

F04 1 (100mg) 1 (9mg) 0 (50mg) 

F05 -1 (50mg) -1 (1mg) 0 (50mg) 

F06 0 (75mg) 0 (5mg) 0 (50 mg) 

F07 0 (75mg) 1 (9mg) 1 (70mg) 

F08 1 (100mg) -1 (1mg) 0 (50mg) 

F09 1 (100mg) 0 (5mg) -1 (30mg) 

F10 0 (75mg) -1 (1mg) -1 (30mg) 

F11 0 (75mg) 1 (9mg) -1 (30mg) 

F12 1 (100mg) 0 (5mg) 1 (70mg) 

F13 -1 (50mg) 0 (5mg) -1 (30mg) 

F14 0 (75mg) -1 (1mg) 1 (70mg) 

F15 0 (75mg) 0 (5mg) 0 (50mg) 

Fonte: Nunes, 2025. 

  

4.10. Caracterização das nanoformulações 

4.10.1. Diâmetro hidrodinâmico e índice de polidispersão (PdI) 

O diâmetro hidrodinâmico médio e o PdI das nanopartículas foram 

avaliados por meio da técnica de Dispersão de Luz Dinâmica (DLS), utilizando o 

equipamento Zetasizer Lab® (Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido). As 

amostras otimizadas foram previamente diluídas em água ultrapura na 

proporção 1:100 e analisadas a 25 °C, com detecção em ângulo de 90°.  

4.10.2. Potencial zeta 

Por outro lado, o potencial zeta (ζ) reflete a magnitude da repulsão 

eletrostática entre as partículas, medindo assim o potencial elétrico na camada 

difusa dos íons ao redor da partícula, sendo, portanto, parâmetro de estabilidade. 

E é determinado pela dispersão da luz eletroforética empregando o aparelho 

Zetasizer Lab®. Para isso, as amostras otimizadas foram diluídas em solução 

salina (NaCl 1 mmol/L) na proporção 1:100 sob temperatura de 25°C. 
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4.10.3. Análise morfológica em perfilometria ótica 

A análise morfológica superficial das nanopartículas otimizadas (F17 e 

F18) foi realizada por meio da técnica de perfilometria óptica utilizando o 

equipamento Talysurf CCI MP-Lite (Taylor Hobson, Inglaterra). O objetivo foi 

confirmar o tamanho e analisar a morfologia das nanocápsulas. Para isso, foram 

preparadas lâminas com esfregaço das amostras, que foram analisadas sob 

lente de aumento de 50×, com resolução de 1024×1024 pixels, utilizando o modo 

de amostragem para materiais de baixa refletância. Os dados obtidos foram 

processados e convertidos em gráficos de superfície tridimensionais pelo 

software TalyMap Lite 7.2.7481 para visualização topográfica detalhada das 

nanopartículas analisadas. 

4.10.4. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier 

das NCPs 

A identificação dos grupos funcionais presentes nas formulações (F17 e 

F18) e em seus constituintes foi realizada por espectroscopia no infravermelho 

com transformada de Fourier, empregando o acessório de refletância total 

atenuada (FTIR-ATR) no equipamento Shimadzu® Cary 630. Foram feitas 256 

varreduras espectrais de 400 a 4000 cm⁻¹, resolução de 1 cm-1, permitindo a 

obtenção dos espectros característicos das amostras. Para as formulações, 20 

µL foram adicionados diretamente sobre o cristal de leitura, aguardando-se a 

secagem natural do solvente aquoso para obtenção dos espectros. Já as 

amostras sólidas foram depositadas diretamente sobre o cristal e levemente 

prensadas para análise.  

4.10.5. Análises térmicas das nanopartículas 

A estabilidade térmica das formulações otimizadas foi investigada por 

meio das técnicas de termogravimetria (TG) e calorimetria exploratória 

diferencial (DSC). Para isso, alíquotas das amostras foram acondicionadas em 

cadinhos de platina e analisadas sob atmosfera inerte de nitrogênio. As análises 

termogravimétricas foram conduzidas em uma termobalança modelo STA7300 

(Hitachi, Chiyoda, Japão), enquanto as análises calorimétricas foram realizadas 

em um equipamento DSC25 (TA Instruments, New Castle, Delaware, EUA). Para 

ambas as técnicas, foi empregado um protocolo de aquecimento contínuo, com 
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taxa de 10 °C/min, fluxo de gás 50 mL/min, em faixa de temperatura entre 25 °C 

e 300 °C. 

4.11. Determinação do doseamento e eficiência de encapsulação 

(EE%) de Ácido Rosmarínico nas nanocápsulas por CLAE 

A quantificação do AR nas NCPs foi realizada conforme o mesmo 

protocolo empregado para a análise dos extratos vegetais. No entanto, devido 

às menores concentrações observadas nas amostras, foi necessária a 

construção de uma nova curva de calibração, e esta foi elaborada utilizando o 

mesmo composto padrão de AR (96%, Sigma-Aldrich) nas concentrações de 5, 

10, 15, 20 e 25 µg/mL. 

Para a determinação do teor total de AR nas formulações, alíquotas de 

100 µL das amostras foram diluídas em 1 mL de metanol em microtubos tipo 

Eppendorf®, seguidas de centrifugação a 10.000 rpm por 10 minutos. Então, o 

sobrenadante obtido foi coletado e submetido à análise por CLAE conforme 

metodologia previamente descrita. 

Já a EE% foi determinada a partir da quantificação do teor de AR total e 

livre na formulação. Para determinar o teor de AR livre, utilizou-se o processo de 

ultrafiltração, no qual 400 µL da formulação foi adicionado a um filtro Amicon® 

Ultra (10 kDa) e submetido à centrifugação a 5.000 rpm por 10 minutos. O filtrado 

obtido foi diluído em metanol na proporção 1:3 e posteriormente analisado por 

CLAE. 

O valor da EE% foi calculado com base na diferença entre o teor total e o 

teor livre de AR, conforme a equação 3. 

Equação 3 – Determinação da eficiência de encapsulação 

EE (%) = 
𝑄𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑚𝑝𝑜𝑠𝑡𝑜− 𝑄𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑚𝑝𝑜𝑠𝑡𝑜 𝑛ã𝑜 𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑑𝑜

𝑄𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑚𝑝𝑜𝑠𝑡𝑜
 x 100  (3) 

 

4.12. Determinação do Fator de Proteção Solar in vitro das duas 

nanoformulações 

A determinação do FPS in vitro foi realizada conforme o método descrito 

por Mansur e colaboradores (1986). Para a avaliação do EEB de Mentha x villosa 

Huds., foi preparada uma solução etanólica com o extrato a 0,02 mg/mL. Da 
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mesma forma, as nanoformulações otimizadas F17 e F18 foram diluídas em 

etanol até alcançar a mesma concentração final de 0,02 mg/mL de extrato, 

garantindo uniformidade na comparação dos resultados. Além disso, foi 

analisada uma formulação controle isenta de extrato, representando o branco 

das nanoformulações, com o objetivo de avaliar a interferência da matriz 

nanoestruturada no perfil de absorção UV. 

A partir disso, essas amostras foram submetidas a um escaneamento em 

espectrofotômetro UV-Vis, registrando-se os valores de absorbância entre 290 e 

320 nm, em intervalos de 5 nm. O FPS foi calculado pela Equação 4, na qual os 

valores dos produtos das variáveis EE (espectro de efeito eritemal), I 

(intensidade da radiação UV) e CF (fator de correção) são pré-estabelecidos na 

literatura, conforme descrito na tabela 2 (Sayre et al., 1979). Isso permite 

quantificar o FPS a partir da análise do espectro de absorbância das formulações 

com finalidade fotoprotetora ao longo da faixa de UV especificada. 

Equação 4 – Determinação do FPS in vitro. 

FPS = 𝐹𝐶 ∑320
290 𝐸𝐸 (𝜆) ∗ 𝐼 (𝜆) ∗ 𝐴𝐵𝑆 (𝜆)                       (4) 

FC = 10 (FPS 4 em Homossalato a 8%), EE (𝜆) = efeito eritematogênico, I (𝜆) = intensidade do 

sol. 

 

Tabela 2 - Ponderação empregada no cálculo por espectrofotometria do FPS in vitro. 

Comprimento de onda (nm) EE (𝜆) * I (𝜆) (normalizado) - Valores relativos 

290 0,015 

295 0,0817 

300 0,2874 

305 0,3278 

310 0,1864 

315 0,0839 

320 0,0180 

Total 1,000 

Fonte: Sayre et al., 1979. 

 

4.13. Estabilidade dos nanossistemas 

Para avaliação da estabilidade das NCPs foram monitorados o diâmetro 

hidrodinâmico médio, o PdI e o potencial zeta ao longo de 90 dias, nos tempos 

0, 7, 15, 30, 45, 60 e 90 dias. As análises foram realizadas em triplicata, sob três 



66 
 

condições de armazenamento: 4 °C (refrigeração), 25 °C (temperatura ambiente) 

e 35 °C (condição acelerada em estufa). 

4.14. Cinética de liberação in vitro de AR pelas nanopartículas 

O ensaio de cinética liberação in vitro do AR a partir das nanoformulações 

foi realizado conforme descrito por Nguyen e colaboradores (2019). Para simular 

as condições fisiológicas da pele, foi empregado como meio de liberação uma 

solução tampão com pH 5,5, preparada a partir de um tampão ftalato 

neutralizado. Inicialmente, foram preparadas duas soluções-mãe: uma de 

biftalato de potássio 0,2 M e outra de hidróxido de sódio (NaOH) 0,2 M. E para a 

formulação de 500 mL da solução do tampão ftalato neutralizado, foram 

utilizados 125 mL da solução de biftalato, 97 mL da solução de NaOH e água 

ultrapura para completar o volume para 500 mL (Marques, 2012).  

Por fim, preparou-se uma solução de liberação contendo 80 mL do tampão 

ftalato neutralizado e 0,4 g de Tween®80, denominada neste trabalho como 

solução tampão modificada (STM), para favorecer a solubilização do AR no 

meio. 

Para o ensaio, foram preparadas as formulações otimizadas, as quais 2 

mL de cada foram transferidos individualmente para membranas de diálise de 

celulose (cut-off 10,000), cujas extremidades foram devidamente seladas. Em 

seguida, as bolsas foram imersas em tubos do tipo Falcon® contendo 20 mL da 

STM e submetidas à agitação constante em agitador magnético a 400 rpm à 

25°C. 

Então, nos tempos determinados (0,5; 1; 2; 4; 8; 12 e 24 horas), alíquotas 

de 1 mL do meio externo (meio de liberação) foram retiradas e analisadas por 

CLAE para quantificação do AR liberado. E imediatamente após cada coleta, 1 

mL de solução STM foi reposto no sistema, a fim de garantir o volume constante 

ao longo de todo o ensaio. 
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4.15. Ensaio de viabilidade celular in vitro 

4.15.1. Linhagem de células humanas 

A linhagem celular HaCat (queratinócitos saudáveis humanos) foi utilizada 

para a avaliação da citotoxicidade das amostras. As células foram cultivadas em 

meio DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de 

solução antibiótica composta por 100 U/mL de penicilina e 100 μg/mL de 

estreptomicina. A manutenção das culturas ocorreu em incubadora a 37 °C, sob 

uma atmosfera controlada contendo 5% de CO₂. 

4.15.2. Avaliação da viabilidade celular in vitro do EEB de M. x villosa 

Huds e das nanoformulações 

Para o experimento, células HaCat foram semeadas em placas de 96 

poços (100 µL por poço) na concentração de 3 × 10⁵ células/mL, 

respectivamente. Após 24 horas, as amostras de nanopartículas e extrato foram 

diluídas em meio de cultura e preparadas nas concentrações de 6,25; 12,5; 25; 

50; 10 µg/mL (para F17, F18 e NCPs vazias) e 18,75; 37,5; 75; 150 e 300 µg/mL 

(para o extrato). As substâncias isoladas foram previamente solubilizadas em 

DMSO (Dimetilsulfóxido) 1% e diluídas no meio de cultura. As células foram 

incubadas por 24 horas a 37 °C, sob uma atmosfera com 5% de CO₂. 

Após a incubação, 110 µL do sobrenadante foi removido e substituído por 

10 µL de solução de MTT [5 mg/mL em Solução Salina Tamponada com Fosfato 

(PBS)]. As placas foram mantidas por mais 4 horas de incubação, seguidas da 

adição de 100 μL de dodecil sulfato de sódio (SDS) a 10% para solubilização dos 

cristais de formazan durante a noite. A absorbância foi medida a 570 nm em um 

leitor de microplacas (BioTek®Instruments, Synergy HT, Winooski, VT, EUA). 

Três experimentos foram realizados de forma independente, cada um em 

triplicata. Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM) 

e analisados por análise de variância (ANOVA) One-way, seguida pelo teste de 

Tukey. Diferenças foram consideradas estatisticamente significativas para 

p<0,05. A concentração que inibe 50% a viabilidade celular (CI50) foi determinada 

por regressão não linear. 
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4.16. Análise estatística 

A análise estatística foi realizada por comparação estabelecida através da 

análise de Variância (ANOVA) one way ou two-way e os resultados foram 

considerados estatisticamente diferentes quando p<0,05 (teste de Tukey), cujo 

o nível de significância empregado foi de 95%, e quando necessário, também foi 

utilizado o teste t. Os programas GraphPad Prism 8.0.2 (Graphpad Software Inc, 

San Diego, CA, EUA) e Excel® versão 2019 foram utilizados para estas análises 

e expressão de resultados. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Determinação do teor de compostos fenólicos e AR nos extratos 

com e sem clorofila 

5.1.1. Obtenção dos extratos etanólico e desclorofilado de Mentha x 

villosa Huds 

Após o processo extrato e concentração em rotaevaporador, foi obtido 

20,68 g de extrato bruto e 6,82 g de extrato desclorofilado de M. × villosa Huds., 

correspondendo a um rendimento de 32,97 % em relação ao extrato inicial. Essa 

redução expressiva na massa pode estar associada à remoção de pigmentos 

lipofílicos, como a clorofila, e de outras substâncias pouco solúveis na solução 

hidrometanólica empregada na extração. 

5.1.2. Quantificação colorimétrica de compostos fenólicos 

Para a quantificação dos compostos fenólicos totais, foi empregado o 

método colorimétrico de Folin-Ciocalteu. A curva de calibração foi construída a 

partir de cinco concentrações do padrão ácido gálico (100, 150, 200, 250 e 300 

µg/mL), resultando em uma equação de regressão linear com coeficiente de 

determinação (R²) igual a 0,9978, conforme apresentado na figura 9. Essa 

equação serviu de base para interpolação dos dados obtidos dos extratos, 

possibilitando o cálculo do teor de fenólicos totais, expressos em mg 

equivalentes de ácido gálico por grama de extrato (mg EAG/g). A análise foi 

realizada a partir de uma solução aquosa dos extratos na concentração de 1 

mg/mL, onde o EEB de Mentha x villosa Huds e o extrato desclorofilado 

apresentaram 263,44 + 0,50 mg EAG/g de extrato e 324,23 + 0,22 mg EAG/g de 

extrato (p<0,05), respectivamente. 
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Figura 9 - Curva de calibração de quantificação de fenólicos totais empregando como 

substância de referência padrão o Ácido Gálico. 

 

y = 0,0046x + 0,0678 
R² = 0,9978 

Fonte: Nunes, 2025. 

 

Os resultados obtidos foram satisfatórios, pois foram valores superiores 

aos de outras espécies de Mentha, como no estudo de Cavar Zeljkovic e 

colaboradores (2021), onde M. suaveolens apresentou 58,93 + 8,39 mg EAG/g 

de extrato e M. longifolia 16,83 + 1,45 mg EAG/g de extrato. Por outro lado, a 

maior concentração de compostos fenólicos totais observada no extrato 

desclorofilado pode estar relacionado ao efeito de concentração, onde a 

remoção dos pigmentos apolares e redução da massa do extrato, podem ter 

provocado a concentração dos compostos fenólicos na fração extraída, o que 

eleva o teor por grama (Tzima; Brunton; Rai, 2020). 
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5.1.3. Quantificação de ácido rosmarínico 

Complementarmente, os dois extratos foram analisados por cromatografia 

líquida de alta eficiência (CLAE) para determinação do teor de AR. A 

quantificação foi realizada com base na interpolação dos valores de área dos 

picos cromatográficos na equação da curva de calibração construída a partir do 

padrão de AR (figura 11) cujo valor de R² foi 0,99 e as concentrações utilizadas 

foram 80, 120, 160, 200 e 240 µg/mL. A figura 11 apresenta o cromatograma do 

padrão de AR na concentração de 160 µg/mL, um dos pontos utilizados na 

construção da curva de calibração. Observou-se que o EEB apresentou teor de 

76,24 mg/g, enquanto o extrato desclorofilado apresentou 68,86 mg/g. Os 

cromatogramas dos extratos com e sem clorofila encontram-se representados, 

respectivamente na Figura 10, evidenciando o pico característico de AR em 

ambos. 
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Figura 10 – Cromatograma representativo do padrão de Ácido Rosmarínico (160 µg/mL) 
(a), EEB (b) e extrato desclorofilado (c) de M. x villosa Huds obtidos por CLAE a 330nm. 

 

Fonte: Nunes, 2025. 

 

(a) 

 

(b) 

 

(c) 
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Figura 11 – Curva de calibração de quantificação do AR por CLAE. 

 

y = 110.215,44x – 2.188.769,99 
R² = 0,99 

Fonte: Nunes, 2025. 

 

Dessa forma, o processo de desclorofilação não alterou significativamente 

a concentração de AR no extrato de Mentha x villosa Huds. Afonso e 

colaboradores (2013) e Brown, John e Shahidi (2019) observaram que a 

remoção de clorofila não implica diretamente na alteração da concentração 

compostos fenólicos, como o AR, nos extratos vegetais, o que demonstra 

seletividade da metodologia de remoção do pigmento. E isso pode ser justificado 

pela diferença de polaridade entre os compostos, AR e clorofila, sendo o primeiro 

mais polar e solúvel em água e álcoois, enquanto a clorofila é mais apolar, 

portanto, o AR é eluido com a solução hidrometanólica, ao passo que o pigmento 

é retido na coluna de celite durante a filtração (Upadhyay et al., 2015). 

Além disso, há uma discrepância nos tempos de retenção do pico 

referente ao AR do padrão analítico e dos extratos vegetais, sendo 

respectivamente, 16,942; 18,730 e 18,272 minutos. E isso pode ser justificado 

pela preseça de outros metabólitos presentes nos extratos, como pigmentos, 

açúcares e flavonoides, que podem interferir na eluição, competindo com o AR 
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pelas interações com a fase estacionária, gerando um atraso no tempo de 

retenção (Silva et al., 2012; Kim et al., 2023). 

5.2. Avaliação da atividade antioxidante dos extratos bruto e 

desclorofilado de Mentha x villosa Huds 

Ambos os extratos (bruto e desclorofilado) foram avaliados quanto à 

atividade antioxidante pelo método DPPH, com CE50 de 51,95 + 0,44 µg/mL e 

58,37 + 0,27 µg/mL (p<0,05), respectivamente, e o controle Ácido Ascórbico 

13,10 + 0,10 µg/mL. Já com relação ao ensaio ABTS, o extrato bruto e 

desclorofilado apresentaram CE50 de 322,87 + 0,87 e 372,84 + 0,17 µg/mL 

(p<0,05), respectivamente, ao passo que o controle Trolox teve CE50 de 118,30 

+ 3,59 µg/mL.  

Os resultados encontrados pela metodologia de sequestro de radicas 

DPPH são promissores e até melhores que de outras espécies do gênero, como 

Yousuf e colaboradores (2021) que observaram que o óleo de Mentha arvensis 

L. apresentou CE50 de 72,58 ± 6,16 µg/mL e Povh e Costa (2025) que também 

relataram que o extrato de Mentha pulagium L. teve CE50 de 127,1 + 3,8 µg/mL 

nessa mesma metodologia. E essa atividade antioxidante do gênero Mentha 

pode estar diretamente aos compostos fenólicos presentes nas espécies, uma 

vez que são substâncias capazes de doar hidrogênio para reduzir o radical 

oxidado (Vuolo; Lima; Júnior, 2019; Shi et al., 2022), sendo esse dado 

respaldado pela alta concentração de polifenóis visualizada no teste de Folin-

Ciocalteu. 

Já com relação as análises envolvendo o radical ABTS, o cenário se 

inverte, uma vez que Aprotosoaie e colaboradores (2018) apontou que o óleo 

essencial de Mentha gattefossei demonstrou CE50 254.12 ± 8.40 e Nickavar, 

Alinaghi e Kamalinejad (2008) encontraram CE50 de 173,80 para M. spicata., 

revelando maior dificuldade Mentha x villosa descolorir o radical ABTS quando 

comparado a outras espécies do gênero. E isso pode ser resultado do curto 

tempo de reação empregado na metodologia, o que acarreta em uma menor 

interação entre o radical e o ativo antioxidante, dificultando assim a sua ação de 

redução (ILYASOV et al., 2020).  
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Além disso, há diferença estatisticamente significativa entre os valores de 

CE50 do extrato bruto e desclorofilado em ambos os testes. Tzima, Brunton e Rai 

(2020) também observaram que a capacidade antioxidante foi reduzida em 

extratos desclorofilados, indicando que a clorofila também contribui de forma 

relevante a atividade antioxidante. 

5.3. Desenvolvimento e caracterização das nanoformulações 

contendo os extratos de Mentha x villosa Huds 

5.3.1. Estudo de pré-formulação dos nanossistemas 

O estudo de pré-formulação é essencial para selecionar os excipientes, 

proporções e parâmetros de processo que garantam formulações com 

estabilidade físico-química, eficiência de encapsulação desejada e liberação 

controlada do ativo. Por isso, é importante a realização de testes preliminares de 

compatibilidade entre o fármaco e os excipientes para orientar a escolha da 

matriz lipídica e dos surfactantes mais adequados (Hedayati et al., 2023).  

Dessa forma, durante a etapa de pré-formulação, foram avaliados 

diferentes sistemas de nanoencapsulação com o objetivo de identificar a 

composição mais adequada para veicular o extrato de Mentha x villosa Huds. 

Inicialmente, foram testados três métodos distintos de nanoencapsulação 

(nanocápsulas poliméricas por dupla emulsão, carreador lipídico 

nanoestruturado e lipossomas) nos extratos da espécie em estudo, com e sem 

clorofila, a fim de selecionar qual dessas amostras seguirá para os testes 

posteriores. Para isso, foi avaliado qual apresentava melhores parâmetros de 

tamanho, PdI e potencial zeta (tabela 3). 

 

Tabela 3 – Parâmetros de análise dos nanossistemas no estudo de pré-formulação. 

Nanossistema Amostra 
Tamanho de 

partículas (nm) 
PdI 

Potencial Zeta 
(mV) 

Nanocápsulas 
poliméricas por 
dupla emulsão 

Extrato bruto 207,9 + 3,48 0,17 + 0,02 -26,3 + 0,60 

Extrato 
desclorofilado 

225,9 + 4,23 0,13 + 0,01 -27,7 + 0,34 

Carreadores 
lipídicos 

nanoestruturados 

Extrato bruto 98,8 + 0,69 0,12 + 0,02 -20,8 + 0,56 

Extrato 
desclorofilado 

86,9 + 0,25 0,09 + 0,01 -24,3 + 2,50 

Lipossomas 

Extrato bruto 133,2 + 2,82 0,28 + 0,01 -21,8 + 0,38 

Extrato 
desclorofilado 

121,3 + 3,86 0,37 + 0,02 -22,0 + 1,62 

Fonte: Nunes, 2025. 
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Tendo em vista os resultados obtidos, a formulação que apresentou os 

maiores tamanhos de partículas foi a de nanocápsulas poliméricas por dupla 

emulsão, portanto, esse foi o nanossistema escolhido para seguir os testes 

posteriores. Essa escolha se baseia no fato de que, para formulações tópicas 

para aplicação como fotoprotetores, o ideal é que as nanopartículas possuam 

diâmetros maiores para que não sejam absorvidas pela pele. Esse aumento no 

tamanho das nanopartículas contribui para uma maior retenção na superfície 

cutânea, garantindo assim uma ação localizada e minimizando o risco de 

absorção sistêmica (Poletto et al., 2011; Pohlmann et al., 2016). 

No que diz respeito aos componentes das NCPs, foi empregado na fase 

oleosa PCL-10 e Span®60, enquanto na fase aquosa Tween®80. O primeiro 

componente é um polímero hidrofóbico, biodegradável e biocompatível 

amplamente utilizado em sistemas de liberação controlada, uma vez que é capaz 

de formar matrizes poliméricas estáveis que protegem os compostos ativos 

encapsulados de reações de degradação. Além disso, a presença de PCL tem 

sido associada a alta eficiência de encapsulação e estabilidade físico-química, 

sendo adequadas para aplicações tópicas (Holanda, 2024; Dallemole et al., 

2023).  

 Já o Span®60 e o Tween®80 são tensoativos não iônicos que são 

fundamentais para a formação e estabilização de emulsões. O Span®60 possui 

baixo valor de equilíbrio hidrofílico-lopofílico (HLB = 4,3) e estabiliza a fase 

interna da emulsão (A/O), enquanto o Tween®80, com alto HLB (15), estabiliza 

a fase externa (O/A), facilitando a formação de duplas emulsões estáveis. Dessa 

forma, a combinação desses tensoativos favorece a formação de nanocápsulas 

com características desejáveis, como tamanho de partícula adequado e 

distribuição homogênea (Debraj; Carpenter; Vatti, 2023; Rhyaf et al., 2023). 

 Além disso, a presença desses tensoativos pode contribuir para a 

estabilidade fotoquímica das formulações ao proteger os compostos 

encapsulados da fotodegradação. Estudos mostram que esses tensoativos na 

composição das nanocápsulas pode melhorar a fotoproteção de ativos sensíveis 
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à luz, como a quercetina e o metoxicinamato de octila, devido ao aumento do 

espalhamento de luz pelas nanocápsulas (Marco, 2009). 

Por outro lado, após os testes de pré-formulação com os extratos bruto e 

desclorofilado optou-se pela utilização do extrato bruto na nanoformulação, pois 

os nanossistemas contendo o EEB apresentaram aparência homogênea e sem 

a formação de precipitados, enquanto aquelas com o extrato desclorofilado 

mostraram formação de precipitados, indicando menor solubilidade e 

estabilidade físico-química. E nesse contexto, a presença de clorofila pode 

contribuir para a estabilidade das nanoformulações. Estudos demonstram que 

esse pigmento, quando encapsulado em sistemas nanoestruturados, pode 

conferir estabilidade frente à luz, calor e variação de pH, além de potencializar 

as propriedades antioxidantes da formulação (Janiz-Zabrotowicz et al., 2020; 

Agarry et al., 2022). 

5.3.2. Otimização do nanossistema 

O design experimental do tipo Box-Behnken foi realizado a partir de 15 

formulações diferentes de NCPs, onde essas apresentaram aparência 

macroscópica em tom levemente esverdeado sobre fundo branco, com 

tamanhos variando de 182,73 a 248,74 nm, PdI de 0,1278 a 0,2112, potencial 

zeta de -26,82 a -35,88 mV, concentração total de AR 11,99 a 253,42 μg/mL e 

EE% de 13,23 a 72,10% (Tabela 4). 

Tabela 4 – Parâmetros de avalição das formulações produzidas de acordo com o 

planejamento fatorial do tipo Box-Behnken. 

NCPs 

Variáveis independentes 
Tamanho 

(nm) 
PdI 

Potencial 
Zeta 
(mV) 

Concentração de 
AR 

Total (µg/mL) 

 
(EE%) 

Tween®80 Extrato PCL®10 

F1 75 5 50 215,23 0,1344 -35,53 83,50 17,81 
F2 50 9 50 230,03 0,1347 -33,36 253,42 20,72 
F3 50 5 70 247,50 0,1767 -35,88 94,93 72,10 
F4 100 9 50 190,53 0,2059 -30,03 148,66 48,04 
F5 50 1 50 226,13 0,1665 -32,28 21,42 19,01 
F6 75 5 50 221,83 0,1458 -33,92 112,81 24,15 
F7 75 9 70 230,87 0,1708 -33,93 123,02 29,03 
F8 100 1 50 222,60 0,1593 -29,13 21,87 52,38 
F9 100 5 30 189,97 0,1825 -30,80 103,17 32,06 

F10 75 1 30 188,93 0,2112 -26,82 11,99 29,76 
F11 75 9 30 182,73 0,2012 -27,59 155,11 66,49 
F12 100 5 70 223,23 0,1390 -27,73 120,59 38,63 
F13 50 5 30 209,63 0,1278 -27,48 81,22 13,23 
F14 75 1 70 248,47 0,1324 -26,93 14,69 36,68 
F15 75 5 50 222,43 0,1530 -29,92 99,30 24,24 
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Fonte: Nunes, 2025. 

O modelo estatístico ajustado demonstrou desempenho satisfatório na 

previsão dos parâmetros avaliados. Os coeficientes de determinação (R²) 

obtidos foram de 0,9946 para o tamanho das nanocápsulas, 0,9925 para o teor 

de AR e 0,9938 para a EE%. Esses valores indicam que mais de 99% da 

variação observada nos dados experimentais foi explicada pelas variáveis 

analisadas no modelo em cada uma dessas respostas. E esse alto grau de 

correlação reforça a confiabilidade das estimativas geradas e confirma que o 

modelo é adequado para descrever e prever o comportamento do sistema em 

estudo. 

As equações ajustadas obtidas a partir da análise estatística descreveram 

o comportamento das variáveis dependentes em função das concentrações de 

Tween 80 (Tw), extrato vegetal (Ext) e PCL. Para o tamanho das nanocápsulas 

(nm), a equação obtida foi: Y = 341,804 − 5,94719·Tw + 0,0405767·Tw² + 

7,2974·Ext − 0,271615·Ext² − 1,56042·PCL − 0,00853125·PCL² − 

0,0300417·Tw·Ext + 0,0005625·Tw·Ext² − 0,000436667·Tw²·Ext + 

0,1073·Tw·PCL − 0,000730667·Tw²·PCL − 0,035625·Ext·PCL.  

Para o teor de AR, a equação ajustada foi: Y = −529,712 + 12,0616·Tw − 

0,084914·Tw² + 33,4626·Ext + 6,7788·Ext² + 11,0571·PCL − 0,0421221·PCL² − 

0,923403·Tw·Ext − 0,0949548·Tw·Ext² + 0,010733·Tw²·Ext − 0,179686·Tw·PCL 

+ 0,00121029·Tw²·PCL − 0,108723·Ext·PCL.  

Já para a EE%, a equação ajustada foi: Y = −501,379 + 13,0538·Tw − 

0,0709351·Tw² + 22,8371·Ext − 3,07861·Ext² + 10,2718·PCL + 0,0279846·PCL² 

− 0,0102157·Tw·Ext + 0,0470724·Tw·Ext² − 0,00317091·Tw²·Ext − 

0,314078·Tw·PCL + 0,00191954·Tw²·PCL − 0,138702·Ext·PCL.  

Essas expressões demonstram a influência individual e combinada das 

variáveis sobre as respostas avaliadas, reforçando a importância da utilização 

do modelo na predição do comportamento do sistema e na otimização das 

formulações desenvolvidas. 

A análise de dados a partir do diagrama de Pareto permitiu identificar as 

variáveis com maior influência sobre o tamanho das NCPs (Figura 12A), 

doseamento de AR (Figura 12B) e EE% (Figura 12C), em termos lineares (L) e 
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quadráticos (Q). Em modelos de análise estatística, os efeitos lineares 

representam as relações proporcionais diretas entre as variáveis independentes 

e a resposta avaliada. Já os efeitos quadráticos compreendem o comportamento 

não linear do sistema, indicando interações mais complexas, como a curvatura 

da resposta em gráficos de superfície (Ockuly et al., 2017). 

 

Figura 12 – Diagrama de pareto para análise das varáveis tamanho (A), doseamento de 

AR (B) e eficiência de encapsulação de AR (C) obtidos através do design experimental 

Box-Behnken. 

 

Fonte: Nunes, 2025. 

 

Tendo em vista que o este estudo se trata do desenvolvirmento de 

fotoprotetor a partir de nanopartículas contendo o extrato de Mentha x villosa 

Huds, é importante garantir que o tamanho das partículas seja maior para evitar 

a penetração cutânea profunda. Nesse contexto, observou-se que o PCL-10 

apresentou o maior efeito positivo sobre o tamanho das NCPs, ou seja, seu 
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aumento levou ao crescimento do diâmetro das partículas. Isso é esperado pois 

polímeros hidrofóbicos de maior massa molar, como o PCL, tendem a formar 

partículas maiores por elevar a viscosidade da fase orgânica, o que dificulta a 

formação das partículas menores (Cho et al., 2006). 

Em contrapartida, o surfactante Tween®80 teve efeito negativo, o que 

demonstra que o aumento de sua concentração é capaz de reduzir o tamanho 

das partículas, uma vez que esse surfactante auxilia na redução da tensão 

interfacial entre a fase oleosa e a fase aquosa, o que facilita o processo de 

emulsificação e estabiliza as fases, e, portanto, gera gotículas menores (Kaur; 

Singh, Sharma, 2021; Knoch et al., 2021). 

Além disso, a concentração do extrato de Mentha x villosa Huds também 

demonstrou exercer papel significativo no tamanho final das NCPs de forma 

negativa, onde níveis mais elevados do extrato estiveram associados à formação 

de partículas menores. Sutradhar e Saha (2015) observaram que houve redução 

no diâmetro de nanopartículas com o aumento da concentração de extratos ricos 

em compostos fenólicos, uma vez que esses metabólitos, especialmente os que 

contêm grupos carboxila e polióis, podem participar da formação e estabilização 

das nanopartículas, formando uma camada protetora em torno das partículas e 

limitando seu crescimento.  

A interação entre Tween®80 e o extrato de Mentha x villosa também 

apresentou um efeito linear significativo negativo, com a tendência de reduzir o 

tamanho das NCPs. Esse efeito sinérgico pode estar relacionado à natureza 

hidrossolúvel dos compostos fenólicos presentes no extrato, que, ao se 

associarem ao surfactante Tween®80, colaboram para a formação de uma 

emulsão mais eficiente e homogênea, favorecendo a formação de partículas 

menores (Sutradhar; Saha, 2015; Kaur; Singh, Sharma, 2021; Knoch et al., 

2021). 

Já a análise do diagrama de Pareto do doseamento de AR revela que a 

variável com influência significativa linear foi a concentração do extrato. Esse 

resultado indica que, à medida que a quantidade de extrato aumenta, a 

concentração de AR presente na nanoformulação também cresce de forma 

substancial. 
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Por fim, com relação ao parâmetro de EE%, o maior fator que influencia 

negativamente nesse aspecto foi a interação quadrática entre a concentração de 

Tween®80 e PCL. Esse resultado indica que quando o surfactante está em 

baixas concentrações e o polímero em níveis mais elevados, há significativa 

redução da EE%. O desequilíbrio hidrofóbico-hidrofílico (baixa disponibilidade de 

Tween®80 e excesso de polímero) pode dificultar a formação das nanopartículas 

de forma organizada e estável, o que pode resultar em perdas do ativo (Vrignaud; 

Benoit; Saulnier, 2011).  

O Tween®80, em baixas concentrações, também participa de outras 

interações significativas negativas, como com o extrato em média concentração 

e PCL em baixos níveis. Isso reforça a importância desse tensoativo na 

estabilidade e formação da dupla emulsão, ao reduzir a tensão interfacial e 

manter a emulsão estável durante a solidificação das nanocápsulas (Zhi et al., 

2024). 

Em consonância a esses dados, o efeito linear positivo do Tween®80 

demonstra a importância desse tensoativo na eficiência de encapsulação, tendo 

em vista que os surfactantes são responsáveis por auxiliar na estabilização da 

interface óleo-água durante a formação da emulsão dupla, o que facilita o 

aprisionamento do ativo dentro das nanopartículas, assim como foi visto no 

trabalho realizado por Yousef e colaboradores (2023), em que o aumento da 

concentração desse tensoativo foi correlacionado a aumento da EE%. 

Já o polímero PCL apresentou efeito linear positivo, sugerindo que o 

aumento da concentração desse componente aumenta a capacidade da matriz 

aprisionar o AR, devido a formação de estruturas densas que cercam o ativo 

(Gan et al., 2017; Gilani, Bin-Jumah, Fátima, 2023). Porém, também houve o 

efeito quadrático negativo do polímero, indicando a presença de um ‘’ponto 

ótimo’’ para a concentração de PCL na formulação, ou seja, o emprego de 

quantidades em excesso desse componente passa a reduzir a eficiência. Isso 

pode acontecer pelo aumento excessivo da viscosidade ou formação de 

estruturas densas que dificultam a incorporação do extrato nas nanopartículas 

(Ibqal et al., 2015). 
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Em outra perspectiva, os gráficos tridimensionais de superfície de 

resposta com relação ao tamanho das nanocápsulas (Figura 13) forneceram 

informações adicionais sobre a influência das variáveis independentes 

escolhidas. Os diagramas indicam que partículas maiores podem ser obtidas a 

partir do aumento da concentração de PCL-10 e extrato, ao passo que 

Tween®80 é um modulador para limitar o tamanho das nanocápsulas, 

diminuindo seu diâmetro hidrodinâmico. 
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Figura 13 – Superfície de resposta das variáveis independentes em função do tamanho 

das partículas. 

 

Fonte: Nunes, 2025. 
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Fraj e colaboradores (2019) realizaram um estudo de caracterização 

físico-química de nanocápsulas de policaprolactona com óleo essencial de 

óregano (Origanum vulgare L.) e constataram que houve aumento do tamanho 

das partículas à medida que a concentração de PCL foi elevada, e Bradi e 

colaboradores (2017) observaram esse mesmo efeito do polímero no aumento 

dos diâmetros das partículas em contraste a influência do Tween®80 ao reduzir 

o tamanho das nanopartículas. A influência do polímero se dá pelo aumento da 

viscosidade na fase orgânica, retardando a difusão do solvente para a fase 

aquosa fazendo com que o polímero seja precipitado mais lentamente e consiga 

interagir entre si, formando estruturas maiores (Bradi et al., 2017; Tavares et al., 

2017). Já a função do surfactante em reduzir o diâmetro das nanocápsulas, pode 

ser explicado pela sua capacidade de reduzir a tensão interfacial entre as fases, 

o que permite a formação de partículas menores e mais estáveis (Sukmawati et 

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

Além disso, o aumento da concentração do extrato implicou aumento de 

tamanho das partículas, sendo isso também observado no estudo de Cola 

(2021), onde a incorporação de ativos vegetais em nanocarreadores também 

resultou em nanopartículas acima de 200nm. Essa relação pode ser explicada 

pela expressiva presença de compostos fenólicos e hidrofílicos do extrato 

presente na fase aquosa 1, que aumentam a viscosidade dessa fase, o que 

dificulta o processo de homogeneização e aumenta a necessidade energética 

para quebra efetiva das gotículas, resultando em nanocápsulas maiores (Zhu et 

al., 2008; Artiga-artigas et al., 2019; Herranz et al., 2019; Pham et al., 2019). 

Por outro lado, dados presentes na figura 14 mostram as interações das 

variáveis e seus efeitos no doseamento de AR nas nanoformulações. 
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Figura 14 – Superfície de resposta das variáveis independentes em função do 

doseamento de AR. 

 

Fonte: Nunes, 2025. 
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A interação entre extrato e Tween®80 em concentrações mais elevadas 

resultam no teor de AR na formulação, e esse comportamento é justificado pela 

capacidade de tensoativos reduzirem a tensão interfacial da emulsão, o que 

favorece a difusão do ativo e sua maior disponibilidade no meio, assim como foi 

observado no estudo realizado por Park, Mun e Kim (2020), em que a adição de 

Tween aumentou a solubilização do extrato de alecrim na formulação. 

Outro resultado importante mostra a interação entre PCL e extrato, onde 

se torna evidente que altas concentrações de PCL associadas a maiores teores 

de extrato promovem significativa redução no doseamento. Isso sugere que o 

excesso de polímero pode formar uma matriz mais densa, dificultando a difusão 

do AR (Bhadran et al., 2023). Por outro lado, a interação entre PCL e Tween®80 

aponta para um ponto ótimo de doseamento do AR em concentrações 

intermediárias de ambas as variáveis. Isso acontece porque a matriz polimérica 

se torna muito compacta quando é utilizado níveis muito baixos de tensoativo e 

alto de polímero, limitando a difusão do ativo no meio. Já concentrações muito 

altas de Tween®80 em combinação com baixos níveis de PCL pode resultar em 

uma rápida liberação do ativo ou até instabilidade na formulação, destacando 

assim, a importância do equilíbrio entre surfactante e polímero para estabilidade 

coloidal e liberação controlada de ativos (Torchilin, 2001). 

A figura 15 contendo os gráficos de superfície apontam que a eficiência 

de encapsulação atinge resultados satisfatórios, entre 60 a 80%, quando os 

níveis de Tween®80 e PCL estão altos, especialmente combinados com 

concentrações moderadas a altas do extrato. 
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Figura 15 – Superfície de resposta das variáveis independentes em função da eficiência 

de encapsulação de AR. 

 

 Fonte: Nunes, 2025. 
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Sobti e colaboradores (2023) realizou um trabalho com objetivo de 

encapsular Mentha piperita e obteve de 7 a 66% de eficiência. E Mahar, 

Chakraborty; Nainwal (2023) também observaram que o aumento de PCL e 

Tween®80 na formulação resultou em maior eficiência de encapsulação de 

resveratrol. 

Esses fenômenos acontecem pois o PCL confere alta permeabilidade à 

temperatura ambiente, e isso facilita a passagem do ativo para a fase contínua 

(Budianto; Fachrudin, 2020). Além disso, a presença do emulsificante Tween®80 

facilitou a redução da tensão interfacial entre a fase oleosa e aquosa na emulsão 

e fornece proteção aos compostos bioativos no processo de secagem, 

possibilitando sua preservação no meio (Borompichaichartkul; Hamad; 

Suriyarak, 2020). E, com relação a influência exercida pelo extrato, a solubilidade 

do ativo no núcleo ou na fase de encapsulamento são importantes para a sua 

efetiva internalização na fase interna (Trojer et al., 2013). 

A partir dos dados obtidos foi possível desenvolver novas formulações 

variando a concentração do extrato (3 e 5 mg) e mantendo fixo as concentrações 

de Polissorbato-60 e PCL-10 (50 mg e 70 mg, respectivamente) para obter 

nanossistemas que atendam os critérios de tamanho superior a 200nm e maior 

eficiência no doseamento e EE% do AR. Os parâmetros de concentração dos 

componentes e os dados de caracterização estão descritos em duas tabelas: a 

tabela 5 com os valores preditos pelo software Statistica®, com base no 

planejamento experimental Box-Behnken, enquanto a tabela 6 mostra os valores 

reais obtidos experimentalmente. 

 

Tabela 5 - Parâmetros de concentração e valores preditos pelo planejamento 

experimental Box-Behnken para as formulações otimizadas. 

NCPs 

Variáveis independentes 
Tamanho 

(nm) 

Teor de AR 
Total 

(µg/mL) 
EE% 

Tween®80 Extrato PCL®10 

F17 50 3 70 253,13 67,77 37,76 
F18 50 5 70 250,80 107,28 37,61 

Fonte: Nunes, 2025. 
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Tabela 6 - Parâmetros de concentração e dados de caracterização obtidos 

experimentalmente para as formulações otimizadas. 

NCPs 

Variáveis independentes 
Tamanho 

(nm) 
PdI 

Potencial 
Zeta (mV) 

Teor de 
AR 

Total 
(µg/mL) 

AR 
encapsulado 

(µg/mL) 
EE% 

Tween
®80 

Extrato 
PCL
®10 

F17 50 3 70 236,23 0,1636 -33,39 64,85 34,6 53,35 
F18 50 5 70 249,90 0,1320 -29,15 131,50 60,2 45,80 

Fonte: Nunes, 2025. 

 

Ao comparar os valores preditos pelo planejamento experimental Box-

Behnken com os dados obtidos experimentalmente, observa-se uma boa 

concordância em relação ao tamanho médio das nanocápsulas, com variações 

inferiores a 10 nm entre os valores estimados e os medidos, indicando que o 

modelo estatístico foi eficaz na previsão desse parâmetro. No entanto, quanto 

ao teor de AR total e a EE%, há discrepâncias mais acentuadas entre os valores 

esperados e os reais, principalmente com a formulação F18, que apresentou um 

teor total de AR superior ao previsto, o que contribuiu para um aumento 

considerável da EE% em comparação ao valor estimado (de 37,61% para 

46,80%). Essas diferenças podem estar associadas com as variações de 

eficiência de mistura durante a emulsificação ou as interações específicas entre 

os componentes da formulação, que podem ter favorecido uma maior 

incorporação do ativo na matriz polimérica durante os experimentos (Lee et al., 

2021). E isso reforça que a importância de realizar a validação experimental dos 

modelos estatísticos é necessário para confirmar o desempenho real das 

formulações otimizadas. 

Dessa forma, foi observado que a F17, com 3 mg de extrato, formou 

partículas menores e maior eficiência de encapsulação do AR, ao passo que a 

F18, com 5 mg de Mentha x villosa Huds, apresentou maiores nanopartículas e 

mais AR disponível na formulação, porém com menor eficiência de 

encapsulação. Tendo em vista os perfis complementares dos dois sistemas e 

das vantagens individuais de cada, optou-se por dar continuidade aos testes com 

as duas formulações, para analisar mais detalhadamente seu comportamento, 

estabilidade e desempenho biológico. 
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5.3.3. Análise morfológica 

O perfilômetro é um equipamento capaz de mapear a topografia de 

superfície e gerar um perfil com informações de suas dimensões físicas, como 

altura, largura e profundidade, assim como pode também informar detalhes 

acerca da rugosidade e textura do material (Savio et al., 2024). Diante disso, as 

NCPs produzidas apresentaram na análise por perfilômetro uma forma esférica 

não agregadas e com tamanhos inferiores a 300 nm (Figura 16). 

 

Figura 16 – As nanoformulações F17 (A) e F18 (B) em superfície 3D. 

 

 

Fonte: Nunes, 2025. 

 

As análises de superfície revelam que a F17 apresentou superfície mais 

homogênea e menos rugosa em comparação com F18, tendo em vista que esta 

apresentou picos e depressões maiores, evidências características de 

heterogeneidade estrutural. No desenvolvimento de formulações farmacêuticas, 

formulações mais estáveis (do ponto de vista físico) está associado com 
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superfícies com menor tamanho de irregularidades. Tan, Chan e Heng (2018) 

relataram que partículas com rugosidades micrométricas reduzidas resultaram 

em superfícies mais regulares e estabilidade melhorada da amostra.  

Além disso, as morfologias esféricas da nanocápsulas, associado ao 

tamanho apropriado, torna esse nanossistema em um meio com propriedades 

ideais para a liberação de fármacos e alta eficiência de encapsulação (Deng et 

al., 2020). 

5.3.4. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier 

da NCPs 

Tendo em vista o objetivo de confirmar a composição química das 

formulações com base em seus grupos funcionais, as nanocápsulas foram 

analisadas por FTIR (figura 17). 
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Figura 17 – Análise comparativa dos espectros de FTIR dos componentes e formulações 

utilizados na produção da NCPs F17 e F18. 

Fonte: Nunes, 2025. 
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A análise por espectroscopia no infravermelho permitiu identificar os 

principais grupos funcionais presentes tanto no extrato de Mentha x villosa Huds 

quanto nas formulações F17 e F18. O espectro do extrato apresentou uma banda 

larga próximo a 3300 cm⁻¹ característico do estiramento O-H presente em 

compostos fenólicos e flavonoides, além de bandas próximas a 1600 cm⁻¹ e 1700 

cm⁻¹ que podem ser atribuídas ao estiramento C=C de compostos aromáticos e 

C=O de ácidos carboxílicos, respectivamente, o que corrobora com o perfil 

químico já descrito da espécie (Gomes, 2022). Já nos espectros das formulações 

F17 e F18 também foram vistas essas bandas, porém com menor intensidade 

ou leve deslocamento, o que pode sugerir a encapsulação parcial dos compostos 

do extrato e a interação destes com a matriz polimérica (Akcicek et al., 2021).  

Por volta de 1720 cm⁻¹ têm-se a presença de uma banda mais intensa 

nos espectros das formulações, podendo ser atribuída ao grupo carbonila do 

PCL-10, já os sinais na região de 1100-1300 cm⁻¹ são característicos às 

vibrações C-O-C dos ésteres, tanto do polímero quanto dos tensoativos 

Tween®80 e Span®60. Além disso, a atenuação da banda O-H nos espectros 

das formulações em comparação ao extrato sugere a formação de interações de 

Hidrogênio, principalmente entre os grupos fenólicos do extrato e os 

componentes do nanossistema (Chu et al., 2013). Portanto, esses achados 

reforçam que o extrato foi eficientemente incorporado ao nanossistema, tanto no 

interior das nanocápsulas como disperso no meio externo. 

5.3.5. Análises térmicas 

A caracterização térmica das formulações F17 e F18 foi realizada pelas 

técnicas de TG e DSC e revelou que os perfis das amostras são semelhantes 

entre si, ou seja, a composição e a estabilidade térmica são compatíveis (figura 

18). 
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Figura 18 – Análises térmicas - TG (A) e DSC (B) - das formulações F17 e F18.  

 

Fonte: Nunes, 2025. 
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Na análise termogravimétrica, houve uma discreta perda de massa de 

aproximadamente 4% na faixa de temperatura entre 30 e 150°C, e isso pode ser 

atribuído à evaporação de água ou solventes voláteis em sistemas poliméricos, 

enquanto na faixa entre 200 e 300 °C verificou-se aproximadamente 12% de 

perda de massa, podendo ser relacionado à degradação térmica dos 

surfactantes presentes no meio, conforme já descrito por Carter, Kelly e Jenkins 

(2023). Em seguida, a perda de 60 a 70% de massa ocorreu entre 350 e 450 °C, 

correspondendo a degradação do polímero presente na formulação, assim como 

Ruseckaite e Jiménez (2003) observaram a degradação polimérica por volta de 

432°C. Por fim, após 500°C a perda de massa se estabilizou, o que indica a 

decomposição total dos componentes orgânicos. 

Em paralelo, a análise DSC de ambas as formulações revela um pico 

endotérmico entre 50 e 60°C, correspondente ao ponto de fusão da 

policaprolactona com natureza semicristalina (Campos; Marconato; Franchetti, 

2010). Por outro lado, houve uma pequena diferença na intensidade desse pico 

entre as formulações, o que pode ser justificado por variações na organização 

da matriz polimérica influenciadas por interações com o extrato vegetal 

incorporado no nanossistema. Acima de 200°C há a presença de pequenos picos 

endotérmicos que podem estar relacionados com a transição de componentes 

menos estáveis, como os tensoativos (Kishore et al., 2011), complementando o 

que foi observado na perda de massa na análise termogravimétrica.  

Diante desses resultados, as formulações F17 e F18 podem ser 

consideradas adequadas para aplicações tópicas e liberação controlada, tendo 

em vista a sua estabilidade mesmo em temperaturas superiores às condições 

fisiológicas, assim como a eficácia do sistema polimérico como matriz 

carreadora. 

5.4. Estabilidade dos nanossistemas 

A análise de estabilidade dos parâmetros tamanho, PdI e potencial zeta 

foram realizadas a partir do armazenamento das amostras F17 e F18 em três 

temperaturas distintas: geladeira (4°C), temperatura ambiente (25°C) e em 

condição acelerada (37°C). Os testes foram realizados nos dias 0, 7, 15, 30, 60, 

90 (Figura 19). 
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Figura 19 - Comportamento do tamanho (A), PdI (B) e potencial zeta (C) das NCPs 

quando submetidas a 4, 25 e 37°C. 

 

Fonte: Nunes, 2025. 

F17 

F17 

F18 

F18 



98 
 

As formulações permaneceram macroscopicamente estáveis, sem 

alteração visual na cor ou separação de fases. Já com relação ao tamanho das 

partículas, foi observado que a F17 apresentou maior variação ao longo do 

tempo, principalmente a alíquota armazenada em estufa, atingindo valores até 

350 nm. Essa alteração já foi relatada por Pyo e colaboradores (2017) e isso 

pode estar relacionado a agregação de partículas ocasionadas por temperaturas 

elevadas, comprometendo assim, a estabilidade coloidal do sistema (Beirowski 

et al., 2011). Por outro lado, a F18 apresentou comportamento mais estável 

nesse parâmetro, com variações menos acentuadas, que pode ser atribuída à 

presença mais elevada de M. x villosa, cujo os metabólitos podem interagir com 

a superfície das nanopartículas e reduzir a chance de agregação e variação no 

tamanho das partículas (LIU; CHANG; CHEN, 2018). 

 Já o índice de polidispersão permaneceu abaixo de 0,3 na maioria dos 

pontos em ambas as formulações, indicando homogeneidade na distribuição de 

tamanho. E segundo Danaei e colaboradores (2018), valores de PdI menor que 

0,3 são considerados aceitáveis e ideais para nanossistemas particulados com 

potencial para aplicação farmacêutica, e apesar de algumas variações, ambas 

as formulações estão adequadas para prosseguir os estudos. 

 Quanto ao potencial zeta, F17 e F18 apresentaram valores negativos 

entre -25 e -35 mV em todas as condições de armazenamento. Esses valores 

indicam que há repulsão eletrostática entre as partículas capaz de manter a 

estabilidade coloidal, e potenciais zeta acima de +30 mV ou abaixo de -30 mV 

confere maior prevenção contra agregação das partículas por aumentar as 

forças repulsivas, sendo assim, aumenta a estabilidade do sistema (Honary; 

Zahir, 2013). 

 Diante disso, os dados sugerem que a F18 apresentou melhor perfil de 

estabilidade físico-química ao longo do período de armazenamento, 

principalmente acerca do tamanho das partículas e do PdI. Além disso, as 

amostras armazenadas sob refrigeração foram mais preservadas, tendo em vista 

que temperaturas mais baixas reduzem a energia cinética do sistema, reduzindo 

a ocorrência de fusão, agregação ou degradação dos componentes (Ball; Bajaj; 

Whitehead, 2017; Velgosova et al., 2017). 
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5.5. Cinética de liberação in vitro de AR pelas NCPs  

A cinética de liberação de AR in vitro pelas nanoformulações foi realizada 

para analisar a quantidade de ativo que é disponibilizado no meio com o decorrer 

do tempo. Dessa forma, foram coletadas amostras do meio de liberação nos 

tempos: 30 minutos, 1, 2, 4, 8, 12 e 24 horas, os resultados da concentração do 

ativo em ug/mL foram obtidos por CLAE e a porcentagem de liberação 

acumulada do ativo foi calculada e um gráfico (figura 20) foi gerado com esses 

resultados. 

 

Figura 20 – Perfil da cinética de liberação de AR pelas formulações F17 e F18. 

 

Fonte: Nunes, 2025. 

 

Diante disso, as formulações F17 e F18 apresentaram um perfil 

sustentado de liberação semelhante ao longo de 24 horas, sendo a F18 com 

liberação discretamente mais acentuada durante todo o período avaliado. Essa 

discrepância pode ser atribuída a maior concentração de extrato presente na 

formulação F18 (5 mg) em comparação a F17 (3mg), o que aumenta o gradiente 

de concentração e, por consequência, favorece a difusão do ativo para o meio 

externo. Somado a isso, o excesso de AR na pode dar origem a formação de 
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canais na matriz polimérica do nanossistema, devido à natureza semicristalina 

do PCL, permitindo a liberação controlada do ativo (Rosenberg et al., 2007; Chen 

et al., 2023). 

No entanto, deve-se destacar que os baixos percentuais de liberação 

observados ao longo de 24 horas podem ser atribuídos a alta afinidade e 

interação dos compostos fenólicos do extrato, incluindo o AR, com a membrana 

de celulose, causando potencial adsorção das moléculas e retenção sobre a 

superfície da membrana, dificultando sua difusão para o meio receptor (Costa; 

Rogez; Pena, 2015; Phan et al., 2015), e por isso, pode ter subestimado a fração 

efetivamente liberada pelo sistema. 

Ainda assim, tendo em vista que o objetivo final dessas nanoformulações 

é a aplicabilidade em fotoproteção, o perfil de liberação sustentada apresenta 

vantagens ao permitir uma ação prolongada do ativo, auxiliando na manutenção 

da eficácia ao longo do tempo de exposição solar (De Araújo et al., 2024). Além 

disso, a liberação gradual minimiza os riscos de toxicidade ou degradação 

acelerada do ativo (Vettor et al., 2008; Gholap et al., 2023). 

5.6. Determinação do FPS in vitro 

Foi realizada uma varredura em espectrofotômetro para obtenção dos 

valores de absorbância de 290 a 320 nm em intervalos de 5 nm e os resultados 

foram adicionados a equação 4. Dessa forma, a F17 apresentou FPS de 15,31 

+ 0,23, enquanto F18 atingiu valor de 10,22 + 0,42. Já as nanocápsulas vazias, 

sem o extrato vegetal, apresentaram FPS de 6,53 e o extrato isolado exibiu FPS 

de 1,06 (figura 21). Portanto, o encapsulamento do extrato em um nanossistema 

promoveu ação fotoprotetora significativamente maior do que seus compostos 

isolados. 
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Figura 21 – Valores de FPS do extrato de M. x villosa Huds, formulações F17, F18 e NCPs 

vazias. 

 

Amostras que não compartilham a mesma letra apresentam diferenças estatisticamente 

significativas (p < 0,05), conforme determinado por ANOVA seguida de pós-teste de Tukey. 

Fonte: Nunes, 2025. 

 

O baixo desempenho fotoprotetor observado no presente estudo pode ser 

atribuído à concentração reduzida do extrato utilizada no teste in vitro 

(0,02 mg/mL), a qual foi escolhida intencionalmente para refletir com fidelidade a 

dosagem presente na nanoformulação, em contraste ao valor de FPS de 14,79 

na concentração de 0,2mg/mL em estudos anteriores, evidenciando seu 

potencial de proteção contra a radiação UV devido a presença de compostos 

fenólicos e flavonoides no extrato (Gomes, 2022). E essa abordagem de 

empregar menores concentrações do ativo em sistemas encapsulados é 

respaldado na literatura com o objetivo de garantir maior estabilidade, segurança 

e compatibilidade com a matriz polimérica. Além disso, o sistema final 
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nanoparticulado permite aumentar a proteção UV empregando menor 

concentração de ativos (Chang et al., 2023). 

 Já as nanocápsulas vazias, sem o extrato vegetal, demonstrou proteção 

significativa quando comparado ao extrato puro, o que sugere que o próprio 

nanossistema é capaz de dispersar e absorver a radiação UV ao formar um filme 

uniforme na superfície da pele (Frank et al., 2022). Barbosa e colaboradores 

(2019) também observaram que as nanocápsulas vazias apresentaram FPS de 

6,84, ao passo que o óleo de cenoura isolado foi de 6,80 e o valor atribuído a 

formulação com filtro encapsulado foi de 8,64, portanto, a estrutura da 

nanocápsula propriamente dita contribuiu significativamente na proteção solar. 

 Diante disso, o aumento significativo dos valores de FPS em F17 e F18 

reforça a hipótese de um efeito sinérgico entre o extrato de Mentha x villosa e o 

nanossistema. Além disso, a formulação com maior eficácia foi a F17, e isso 

pode estar relacionado com o equilíbrio entre a menor concentração do extrato 

e a sua incorporação em nanocápsulas poliméricas ter influenciado na maior 

estabilidade e dispersão do ativo na formulação, diferentemente da F18 que 

empregou maior dosagem da espécie vegetal, mas obteve resultado inferior de 

FPS. De Araújo e colaboradores (2024) também observaram que uma 

formulação com redução de 10% de filtros UV superou a proteção solar 

comparada à formulação padrão com maior quantidade de filtro, devido a maior 

proteção e estabilidade proporcionadas pelo encapsulamento. 

 Portanto, esses resultados ressaltam o potencial das nanopartículas 

poliméricas como alternativa promissora para liberação de ativos naturais com 

atividade fotoprotetora e também capaz de melhorar a eficácia de proteção sem 

a utilização de altas concentrações de extrato ou a adição de filtros solares 

sintéticos. Por isso, o estudo se destaca por valorizar o desenvolvimento de 

formulações fotoprotetoras seguras, sustentáveis e com grandes chances de 

incorporação no mercado. 

5.7. Ensaio de viabilidade celular in vitro 

O ensaio de redução do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazólio) foi utilizado para avaliar a citotoxicidade das amostras na 

linhagem celular HaCat por meio da manutenção ou redução da viabilidade 
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celular. Esse método permite quantificar a viabilidade e a proliferação celular com 

base na conversão do MTT, um corante amarelo solúvel em água, em cristais de 

formazan azul-púrpura. Essa conversão ocorre devido à clivagem do anel de 

tetrazólio por desidrogenases mitocondriais e outras enzimas lisossomais em 

células metabolicamente ativas. A solubilização dos cristais permite a 

quantificação espectrofotométrica, sendo a intensidade da coloração 

proporcional ao número de células viáveis (MOSMANN, 1983; KUMAR et al., 

2018). 

Os resultados são expressos na Tabela 7 e figura 22, que mostra as 

concentrações capazes de inibir 50% da viabilidade celular (CI50) para amostra 

após o tratamento por 24 horas. 

 

Tabela 7 - Concentrações das amostras que inibem 50% do crescimento celular (CI50) em 

HaCat após o tratamento com as amostras por 24 horas, utilizando o ensaio do MTT. 

Amostra CI50 

F17 78,06 ± 1,89 

F18 <100 

Extrato <100 

Branco <100 

Fonte: Nunes, 2025. 
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Figura 22 – Citotoxicidade dos compostos na linhagem HaCat, após tratamento por 24 
horas, utilizando o ensaio do MTT. 

 

 

Os dados foram comparados por análise de variância (ANOVA), seguido do teste de Dunnet. 
*p<0,05 comparado ao grupo controle. 

Fonte: Nunes, 2025. 

 

Os resultados obtidos no ensaio de viabilidade celular indicam que as 

formulações F17 e F18 apresentam perfil de toxicidade dependente da 

concentração. As duas formulações mantiveram a viabilidade celular acima de 

85% nas concentrações de 6,25 a 50 µg/mL, mas a viabilidade reduziu a partir 

de 100 µg/mL, principalmente no ensaio da F17, cuja taxa caiu para 25%. Esse 

comportamento sugere que os componentes do nanossistema, em altas 

concentrações, podem comprometer a viabilidade celular (Youm et al., 2014; 

Voigt et al., 2014), conforme evidenciado também no controle branco. Além 

disso, o encapsulamento pode ter favorecido maior internalização dos 

compostos, levando a uma concentração intracelular que ultrapassa a tolerância 

da linhagem HaCat (Ma et al., 2011).  
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Além disso, cabe destacar que a formulação F17 possui menor teor de 

extrato por partícula, o que exigiu uma maior quantidade de nanopartículas no 

meio de cultivo para atingir as concentrações desejadas de extrato. Esse 

aumento na carga de partículas implica também em maior quantidade dos 

componentes da matriz nanoestruturada, o que pode gerar estresse celular, 

comprometendo a viabilidade. Esse fator pode explicar, pelo menos em parte, o 

perfil de citotoxicidade observado na F17, particularmente nas maiores doses 

testadas. E apesar das formulações apresentarem indícios de toxicidade em 

concentrações mais altas, esses efeitos só ocorrem em níveis mais elevados 

que os empregados em outras análises, ou seja, dentro das concentrações 

usuais, o sistema se mantém seguro. 

Outro ponto relevante a ser considerado é o possível efeito citoprotetor do 

extrato vegetal utilizado, que pode ser atribuído a presença expressiva de AR 

que já possui atividade citoprotetora conhecida (Chamnanthongpiwan; 

Palanuvej; Ruangrungsi, 2021). A manutenção da viabilidade celular elevada nas 

amostras tratadas com o extrato, mesmo em concentrações elevadas, pode ser 

atribuída a presença de compostos bioativos com propriedades antioxidantes e 

protetoras da integridade celular, como compostos fenólicos e flavonoides 

(Lahlou et al., 2024). Este efeito parece, inclusive, mitigar parcialmente a 

citotoxicidade observada nas formulações nanoestruturadas F17 e F18 quando 

comparadas ao controle Branco (nanoformulações sem extrato), indicando que 

o extrato exerce um papel benéfico na proteção da linhagem HaCaT contra os 

efeitos deletérios dos componentes da formulação, destacando o potencial 

antioxidante e anti-inflamatório de Mentha x villosa Huds na proteção de células 

da pele (Fialova et al., 2015) 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O desenvolvimento de nanoformulações contendo o extrato de Mentha x 

villosa Huds mostrou-se uma estratégia promissora para a criação de sistemas 

fotoprotetores eficazes, estáveis e seguros. Nesse sentido, estudos de pré-

formulação e do planejamento fatorial acarretou na escolha das nanocápsulas 

poliméricas obtidas por dupla emulsão como nanossistema a ser estudado e 

otimizado, que findou na obtenção das formulações F17 e F18 como sistemas 

finais de análise.  

Dessa forma, F17 e F18 apresentaram características físico-químicas 

apropriadas para aplicação tópica sem absorção sistêmica, como tamanho de 

partículas superior a 200 nm, e estabilidade coloidal adequada com o índice de 

polidispersão reduzido e potencial zeta negativo. Além disso, foi possível 

alcançar valores próximos a 50% da eficiência de encapsulação do AR, principal 

marcador da espécie vegetal, o que favorece uma ação bifásica, com ação 

fotoprotetora imediata e prolongada, contribuindo para a manutenção da eficácia 

ao longo da exposição solar.  

No que tange a caracterização das amostras, as análises térmicas 

demonstraram o comportamento termicamente estável das formulações, que foi 

corroborada pelo estudo de estabilidade físico-química, onde os sistemas 

mantiveram suas propriedades ao longo de 90 dias, principalmente quando sob 

refrigeração. Também foi analisado o perfil de liberação sustentada do AR ao 

longo de 24 horas de ambas as formulações, sendo mais proeminente na F18. 

Somado a isso, o estudo do FPS evidenciou a eficácia fotoprotetora das 

formulações, especialmente a F17, com valor de FPS significativamente superior 

ao extrato e às nanocápsulas vazias, e esse resultado destaca que a 

nanoencapsulação estabiliza o ativo e também potencializa a eficácia 

fotoprotetora do extrato. Quanto a segurança, as formulações demonstraram 

perfil seguro para uso tópico, com baixa citotoxicidade e indícios de efeito 

citoprotetor promovido pelo extrato vegetal. 

Portanto, os resultados obtidos neste trabalho apontam que as 

nanocápsulas poliméricas desenvolvidas oferecem uma alternativa eficiente 

para o encapsulamento de extratos vegetais com atividade fotoprotetora, aliando 
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estabilidade, perfil de liberação controlado, eficácia fotoprotetora e segurança 

celular. E isso reforça o potencial dessas nanoformulações como candidatas 

promissoras para aplicações futuras em produtos cosméticos e dermatológicos 

voltados à proteção solar, com base em ativos naturais e tecnologia de liberação 

inteligente. 
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