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Resumo 

A Passiflora nitida é uma espécie da flora amazônica ainda pouco estudada que somada ao 

seu potencial antioxidante, relatado na literatura, devido principalmente à presença de fenóis e 

flavonoides, desperta o interesse para aplicação em um produto. O objetivo do presente 

trabalho foi desenvolver uma formulação semissólida com atividade rejuvenescedora e 

clareadora da pele. A droga vegetal foi coletada na Embrapa-AM, o extrato seco obtido por 

aspersão em spray dryer foi preparado em três diferentes concentrações (droga vegetal-

solvente). Na caracterização da matéria-prima vegetal testes como perda por dessecação, 

granulometria por tamisação, teor extrativo, teor de cinzas, triagem fitoquímica foram 

realizados com a droga vegetal. Com o extrato seco foram realizados os testes de 

granulometria a laser, análise da área superficial específica, fluorescência de raios-x, análises 

térmicas, resíduo seco, teor de fenóis e flavonoides totais, DPPH, ABTS, atividade de inibição 

da tirosinase, atividade quelante e potencial redutor. Na sequência, foram desenvolvidas 

formulações semissólidas e realizado os testes de pré-estabilidade, estabilidade preliminar, 

estabilidade acelerada, estudo reológico, espalhabilidade. Posteriormente, foram realizados 

testes em cultura de células para avaliar a citotoxicidade e a capacidade de reduzir a 

melanogênese e inibir a tirosinase. Também foi determinado o teor de flavonoides totais por 

esctrofotometria UV-Visível tanto no extrato seco como na formulação. Na caracterização da 

droga vegetal a perda por dessecação foi de 9,08 %, o pó foi classificado como grosso. O teor 

extrativo foi de 17,16 % e o teor de cinzas foi de 5,43 %. Na triagem fitoquímica o resultado 

foi fortemente positivo para heterosídeos flavônicos. O extrato seco foi classificado como pó 

finíssimo, com diâmetro médio de partículas de 25,06 µM e poros do tipo mesoporos. Os 

elementos químicos encontrados pela técnica de fluorescência de raios-x foram Ca, K, Cl, S, 

P, Si, Mg, Na e Br. Na análise térmica, temos quatro eventos térmicos observados na curva de 

DSC e quatro eventos de perda de massa na curva de TG/DTG. Para o extrato seco a 7,5% o 

resultado de fenóis totais foi de 18,9 %, flavonoides totais de 4,1 %. A CI50 do DPPH foi de 

31,5 µg/mL, CI50 do ABTS foi de 21,8 µg/mL, CI50 da inibição de tirosinase foi de 437 

µg/mL. O extrato não apresentou atividade quelante e o potencial redutor foi de 29,7 % na 

concentração de 50 µg/mL. No desenvolvimento das formulações, dezoito bases foram 

manipuladas, a partir das quais várias formulações foram testadas na pré-estabilidade. Quatro 

formulações seguiram para estabilidade preliminar e estabilidade acelerada.  A formulação 

selecionada na estabilidade acelerada foi a LB12 com 3% de Passiflora nitida. A LB12 3% 

apresentou comportamento pseudoplástico com tixotropia e boa espalhabilidade. O extrato 

seco e a formulação não apresentaram citotoxicidade e ambos apresentaram capacidade de 

reduzir a melanogênese. Entretanto, não houve inibição da tirosinase em cultura de células.  O 

teor de flavonoides totais foi de 1,2 % para o extrato seco e de 0,2% para a formulação. O 

extrato seco de Passiflora nitida possui, in vitro, atividade antioxidante e capacidade de 

redução da melanogênese. Os resultados possibilitam o estabelecimento de parâmetros de 

controle de qualidade do extrato seco, e fornecem dados como: formulação, especificações 

físico-químicas e estabilidade, para a regularização do produto cosmético junto a Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária- ANVISA. Desta maneira, conseguimos obter um produto 

cosmético semissólido com o bioativo amazônico - extrato seco de Passiflora nitida, seguro, 

estável e com as atividades antioxidante e clareadora da pele, comprovadas in vitro. 

 

Palavras-chave: Passiflora nitida, extrato seco, formulação, antioxidante, melanogênese. 
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Abstract 

The Passiflora nitida is a species of Amazonian flora still little studied that added to its 

antioxidant potential, reported in the literature, mainly due to the presence of phenols and 

flavonoids, arouses the interest for use in a product. The objective of this study was to 

develop a semi-solid formulation with rejuvenating activity and whitening of the skin. The 

plant drug was collected at Embrapa-AM, the dry extract obtained by sprinkler in spray dryer 

was prepared in three different concentrations (plant-drug solvent). In the characterization of 

the raw material plant tests as loss on drying, particle size by sieving, extractive content, ash 

content, phytochemical screening were performed with the plant drug. With the dry extract 

was made using laser particle size tests, analysis of specific surface area, fluorescence x-rays, 

thermal analysis, dry residue, phenol and total flavonoids, DPPH, ABTS, tyrosinase inhibition 

activity, chelating activity and reducing potential. Further, semisolid formulations were 

developed conducted the pre-test stability, primary stability, accelerated stability, rheological 

studies, and spreadability. Subsequently, tests were performed in cell culture to evaluate the 

cytotoxicity and the ability to reduce melanogenesis and inhibiting tyrosinase. It was also 

determined the total flavonoid content by UV-Visible esctrofotometria both the dry extract as 

in the formulation. In characterizing the plant drug loss on drying was 9.08%, the powder was 

classified as coarse powder. The extractive yield was 17.16% and the ash content was 5.43%. 

In the phytochemical screening results were strongly positive for flavônicos glycosides. The 

dry extract was classified as fine powder with average particle diameter of 25.06 µM and 

pores of the mesopore type. The chemicals found by the fluorescence X-ray technique are Ca, 

K, Cl, S, P, Si, Mg, Na and Br. In the thermal analysis, there are four thermal events observed 

in the DSC curve and four loss event mass in the TG / DTG curve. For the dry extract 7.5% 

the result of total phenols was 18.9%, total flavonoid 4.1%. IC50 of DPPH was 31.5 µg/mL, 

IC50 of ABTS was 21.8 µg/mL, IC50 inhibition of tyrosinase was 437 µg/mL. The extract 

showed no chelating activity and reducing potential of 29.7% at a concentration of 50 µg/mL. 

In the development of formulations, eighteen bases were manipulated and from below, 

various formulations were tested in pre-stability. Four formulations followed for primary 

stability and for accelerated stability. In accelerated stability LB12 with 3% Passiflora nitida 

was the formulation selected, the rheological profile showed pseudoplastic behavior with 

thixotropy and good spreadability. The dry extract and the formulation showed no 

cytotoxicity, ability to reduce both showed melanogenesis, but did not inhibit tyrosinase in 

cell culture. The total flavonoid content was 1.2% for dry extract and 0.2% for the 

formulation. The dried extract of Passiflora nitida has in vitro antioxidant activity and 

capacity reduction of melanogenesis. The results provided the establishment of dry extract of 

the quality control parameters, and provide the data as: formulation, physical and chemical 

specifications and stability, for the regularization of the cosmetic product at the National 

Health Surveillance Agency Sanitária- ANVISA. In this way, managed to get a semi-solid 

cosmetic product with Amazon bioactive, - Passiflora nitida dry extract, safe, stable and with 

the antioxidant activities and whitening of the skin, proven in vitro. 

 

Keywords: Passiflora nitida, dry extract, formulation, antioxidant, melanogenesis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O Brasil é um país rico em sua biodiversidade, apresentando destaque em relação às 

plantas superiores para as quais detém aproximadamente 22% da biodiversidade mundial 

(RATES, 2001; BRASIL, 2006). Apesar de muitos estudos relacionados ao gênero Passiflora, 

algumas de suas espécies como a Passiflora nítida (P. nitida) é pouco estudada. Mas, o 

potencial antioxidante relacionado à presença de fenóis e flavonoides nas folhas de P. nitida, 

descrito pelo grupo de pesquisa Produtos Naturais da UFAM, é de grande valia para compor 

um cosmético (LIMA et al., 2009; CARVALHO et al., 2010; MONTEFUSCO-PEREIRA et 

al., 2013).  

A busca por uma pele jovem, isenta de rugas e manchas é cada vez maior. Este perfil 

estimula os pesquisadores a conhecer melhor os mecanismos responsáveis pelo 

envelhecimento e hiperpigmentação da pele, bem como, a busca de novos ativos para uso 

cosmético, principalmente, os proveniente de recursos naturais (BATISTELA et al., 2007; 

NEMA et al., 2011).  

O envelhecimento cutâneo resultante da exposição contínua à luz solar provoca 

ressecamento, aspereza, flacidez, rugas e pigmentação irregular da pele, assim como, a 

superprodução e acumulo de melanina na epiderme promove as desordens pigmentares 

(RYOO et al., 2010; ZHONG et al., 2011). 

O desenvolvimento de um produto contendo como ativo o extrato vegetal requer um 

rigoroso estudo, em todas as etapas de produção, a fim de garantir a qualidade, segurança e 

eficácia do produto final.  Dessa forma, há várias problemáticas na elaboração de um 

fitoterápico, desde a sua constituição química complexa, bem como as características da 

matéria-prima, a dependência dos fatores agronômicos. O que dificulta a definição das 
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especificações para avaliação da qualidade da matéria-prima e também do produto final 

(FARIAS et al.,2003).  

Além dos problemas relacionados à matéria-prima vegetal, o desenvolvimento de uma 

formulação requer muito estudo e trabalho. É necessário estudar as matérias-primas que serão 

utilizadas e definir as suas concentrações, pensar nas possíveis incompatibilidades entre os 

excipientes, elaborar a técnica de fabricação, acompanhar a estabilidade da formulação. 

O presente trabalho é uma parceria empresa-universidade com o objetivo de 

desenvolver um produto cosmético com o bioativo extrato seco de P. nitida, com segurança e 

eficácia. Neste contexto, é necessário caracterizar a Matéria-prima Vegetal (MPV) a fim de 

estabelecer parâmetros de controle de qualidade, avaliar atividade antioxidante, a capacidade 

de reduzir a melanogênese e a citotoxicidade, além de realizar os estudos de estabilidades no 

produto acabado, preconizados pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária – ANVISA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



21 
 

2 REVISÃO DA LITERATURA  

 

2.1 Uso de plantas  

As plantas medicinais são usadas como fonte de medicamento desde os tempos 

antigos. Existem muitos manuscritos sobre o uso etnobotânico de ervas, por exemplo, o 

manuscrito egípcio “Ebers Papirus” de 1500 a.C. continha informações sobre 811 prescrições 

e 700 drogas. O conhecimento sobre o uso de plantas medicinais é importante no 

desenvolvimento de novos produtos farmacêuticos; inclusive vários fármacos comercialmente 

importantes são de origem vegetal (DUARTE, 2006; SHARMA & SAKAR, 2013).  

As pesquisas químicas e farmacêuticas ao longo do Século XX possibilitaram o alívio 

para males que assolaram a humanidade por séculos, como: a tuberculose, a sífilis, entre 

outras.  Entretanto, uma boa parte da população, seja pela pobreza ou pela dificuldade de 

acesso aos tratamentos medicinais modernos, depende, essencialmente, das plantas para o 

cuidado primário da saúde. Para essa população, as terapias alternativas são as principais 

formas de tratamento, e as plantas medicinais, os principais medicamentos (ALKERELE, 

1993; CALIXTO, 2000; VEIGA Jr, 2008). 

O Brasil é um país rico em sua biodiversidade, detém de 15 a 20% da biodiversidade 

mundial. As plantas são utilizadas como substrato para a fabricação de medicamentos, e 

também em práticas populares e tradicionais como remédios caseiros e comunitários, 

processo conhecido como medicina tradicional. (BRASIL, 2006). 

Além deste acervo genético, o Brasil é detentor de rica diversidade cultural e étnica 

que resultou em um acúmulo considerável de conhecimentos e tecnologias tradicionais, 

passados de geração a geração, entre os quais se destaca o vasto acervo de conhecimentos 

sobre manejo e uso de plantas medicinais (BRASIL, 2006). 
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2.2 Gênero Passiflora 

O gênero Passiflora é o mais importante gênero da família Passifloraceae, abrange 

aproximadamente 500 espécies e cresce extensivamente em regiões subtropicais e tropicais. 

No Brasil, a Passiflora é conhecida como maracujá, na Europa e América do Norte como 

fruto da paixão (SACCO, 1980; ZUCULOTTO et al., 2012; TEIXEIRA et al., 2013).   

Algumas características morfológicas são típicas deste gênero como hábito 

escandente, folhas alternas, estípulas, gavinhas, nectários extraflorais e corola composta de 

uma ou várias séries de filamentos ou lobos no ápice do hipanto (JUDD et al., 2002; PLOTZE 

et al., 2005). 

Dentre essas espécies, as mais estudadas são: a Passiflora alata (P. alata) e a 

Passiflora edulis (P.edulis), as quais possuem monografia na Farmacopéia Brasileira 5ª ed 

(2010). O extrato das folhas da P. alata e P. edulis é utilizado como ativo no registro de 

formulações farmacêuticas brasileiras (ZUCULOTTO et al., 2012).  A P. edulis é a mais 

popular e largamente usada nos países da Europa e América como sedativo e tranquilizante 

(SILVA et al., 2013). Nas espécies P. edulis, P. alata e P. incarnata estudos revelaram a 

presença dos flavonoides C-glicosilados, principalmente, da orientina, isoorientina, vitexina e 

isovitexina como compostos majoritários (ZUCULOTTO et al., 2009; ABOURASHED et al., 

2002). 

São várias as propriedades farmacológicas atribuídas pela literatura ao gênero 

Passiflora, como, por exemplo, ansiolítica, sedativa, anti-inflamatória, antinociceptiva e anti-

hipertensiva, diurética (DHAWAN et al., 2004; RUDNICKI et al., 2007; LIMA et al., 2012).  

 

2.3 Passiflora nitida KUNTH  

Na vasta biodiversidade amazônica encontramos a P. nitida, seu fruto silvestre (figura 

1), comestível e de sabor exótico, apresenta componentes com potencial funcional como 
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fibras, vitaminas, carotenoides e componentes inorgânicos (cálcio, ferro, fósforo) flavonoides, 

esteroides e ácidos graxos (MORAES et al., 2002; LIMA et al., 2012). É conhecido 

popularmente como maracujá do mato, maracujá suspiro, maracujá de rato (JUNQUEIRA et 

al.,2007).  

 

Figura 1 - Foto do fruto de Passiflora nitida 

Fonte: Autora 

 

Cresce espontaneamente na vegetação secundária, beira de rios e estradas, seus frutos 

são consumidos in natura. A P. nitida está dispersa por todo o norte da América do Sul. No 

Brasil está amplamente distribuída nos Estados do Amazonas, Pará, Piauí, Mato Grosso, 

Bahia, Tocantins, Goiás, Minas Gerais e Distrito Federal (HOPKINS & SOUZA, 1999; 

JUNQUEIRA et al., 2007, COHEN et al., 2008).   

Sobre sua morfologia externa, trata-se de uma herbácea ou lenhosa de folhas de 

superfície cartáceas a coriáceas, opacas e envernizadas. Apresenta nervuras terciárias 

distintamente percurrentes, retas e oblíquas. Suas nervuras secundárias apresentam glândulas 

terminais um pouco proeminentes, as margens são levemente dentadas (HOPKINS & 

SOUZA, 1999).  

A P. nitida é usada na medicina tradicional para tratar distúrbios gastrointestinais, 

outras atividades farmacológicas relatadas na literatura são: atividade hipoglicemiante da 

farinha do mesocarpo desidratado, antimicrobiana, antioxidante, anticoagulante e 
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antiagregante plaquetário dos extratos obtidos das folhas (BENDINI et al., 2006; 

CARVALHO et al., 2010; LIMA et al., 2012). 

 Montefusco-Pereira et al. (2013) estudaram a inibição da síndrome metabólica, 

demonstrando que o extrato hidroetanólico das folhas de P nitida é agente ativo no tratamento 

de desordens causadas pelo estresse oxidativo, inflamação e hiperalgesia. Teixeira et al. 

(2013) relata a ação inibitória da lípase pancreática e efetiva atividade no tratamento 

alternativo em dislipidemias e obesidade visceral. Os extratos das folhas de P nitida 

apresentam grande potencial antioxidante, e esta atividade está atribuída às substâncias 

fenólicas e flavonoides presentes nas folhas desta espécie (LIMA et al., 2009). 

 

2.4 Flavonoides 

Os flavonoides são compostos derivados a partir dos fenilpropanoides, os quais são 

conhecidos como unidades formadoras de compostos fenólicos de maior complexidade. 

Especificamente em relação à sua biossíntese, os flavonoides são formados através da 

condensação de duas rotas: ácido chiquímico e acetil-CoA, onde, respectivamente, há uma 

conjugação entre a molécula de 4-cumaril-CoA com três moléculas de malonil-CoA, 

originando a chalcona, principal composto intermediário da via de biossíntese dos flavonoides 

subsequentes (ZUANAZZI et al.,  2011; KHANAM et al., 2012).  

O núcleo fundamental dos flavonoides é constituído por 15 átomos de carbono que são 

distribuídos em três anéis A, C e B do tipo C6-C3-C6 respectivamente. Diferenças no estado 

de oxidação do anel C caracterizam as principais classes de flavonoides, como: flavonóis, 

flavonas, flavanois (catequinas), flavanonas, antocianidinas e isoflavonoides. A variabilidade 

estrutural entre estes compostos está na estruturação dos anéis das agliconas, referentes ao seu 

estado de oxidação/redução, seu padrão, posição dos radicais hidroxilas, e também nas 
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diferenças entre os substituintes dos grupamentos hidroxila (DORNAS et al., 2007;  

ZUANAZZI et al., 2011). 

Os flavonoides participam de importantes funções nos vegetais, como no seu 

crescimento e na defesa contra ataque de patógenos. Estão presentes na maioria das plantas, 

concentrados em sementes, frutos, cascas, folhas, raízes e flores. As principais fontes são os 

frutos como: uva, maçã, frutas cítricas e as hortaliças como: tomate, espinafre, brócolis 

(DORNAS et al., 2007). 

As principais atividades farmacológicas atribuídas aos flavonoides C-glicosídeo são: 

antioxidante, anti-inflamatória, antiúlcera, anti-hiperglicêmica, e ação no sistema nervoso 

central (TALHI & SILVA, 2012). 

A atividade antioxidante e anticancerígena atribuída aos flavonoides são determinadas 

pela presença de um número de hidroxilas em uma determinada posição e uma ligação dupla 

na posição C2 – C3 (BAE et al., 2012). A atividade antioxidante também pode estar 

relacionada à capacidade de quelar metais, outra atividade ligada aos flavonoides é a proteção 

contra os danos na pele causados pelos raios ultravioletas (KODAMA et al., 2010).  

 

2.5 Atividade antioxidante 

Antioxidantes são substâncias que, em baixas concentrações, eliminam os radicais 

livres e previnem os danos causados por eles. Os radicais livres têm sido há algum tempo 

relacionados à etiopatogenia de doenças graves como o câncer e o envelhecimento, por isso, 

ativos antioxidantes têm sido alvo de interesse para o tratamento e prevenção de patologias 

(RATNAN et al., 2006). 

A causa do estresse oxidativo está no desequilíbrio da balança entre o sistema protetor 

e a produção de radicais livres. O excesso de espécies reativas causa danos celulares como 
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perda de função e até mesmo morte celular. Desta maneira, o antioxidante é usado para 

proteger o organismo dos danos causados pelos radicais livres (SILVA et al., 2013).  

Atualmente, a busca por produtos naturais como fonte antioxidante é uma forte 

tendência, dentre as substâncias naturais potencialmente antioxidantes, os polifenóis têm 

recebido atenção especial devido às suas propriedades redutoras e estrutura química (LIMA et 

al, 2009). 

Uma vez que radicais livres e espécies reativas de oxigênio como o óxido nítrico, o 

peróxido e os superóxidos atuam como estimuladores da melanogênese por diversos 

mecanismos, substâncias antioxidantes que removam essas moléculas podem também inibir a 

síntese de melanina (CHANG, 2009; SCHAULLREUTER et al., 2007). A maioria dos 

trabalhos que trata de inibição da tirosinase relaciona essa ação a uma atividade antioxidante. 

No entanto, esses antioxidantes, podem não estar inibindo a enzima, eles podem estar 

reduzindo novamente o produto da reação catalisada pela tirosinase ao seu precursor 

(CHANG, 2009). 

As metodologias de avaliação da atividade antioxidante podem ser classificadas em 

duas categorias: baseadas na reação de transferências de elétrons, nesta englobam o método 

de quantificação de fenóis Folin-Ciocalteu, quantificação de flavonoides, DPPH e ABTS ou 

baseada na transferência de átomos de hidrogênio como método de inibição do anion radical 

superóxido (HUANG et al., 2005). 

 

2.6 Pele e melanogênese 

 A pele é a camada mais externa do corpo, assim, constitui uma barreira contra 

agressões externas, impede a perda de água e proteínas para o exterior, age como órgão 

sensorial e excreção de eletrólitos. Além disso, participa do sistema imunológico, da produção 
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de vitamina D3 e regulação da temperatura. A pele é constituída de três camadas: a epiderme, 

a derme e a hipoderme (BAUMANN, 2004; RAWLINGS et al., 2008). 

A epiderme é composta por cinco camadas (basal, espinhosa, granulosa, lúcida e a 

córnea). A camada mais profunda e mais importante é a camada basal, germinativa, pois nela 

estão as células capazes de divisão mitótica, responsáveis pela regeneração da epiderme. Na 

camada basal estão situados os melanócitos, células que formam a melanina (KEDE & 

SABATOWICK, 2004).  

A derme, localizada abaixo da epiderme, tem origem mesodérmica e é formada por 

fibras colágenas, elásticas, substância amorfa produzida pelos fibroblastos. É nesta região que 

ficam os vasos, nervos, músculos eretores do pelo e os anexos cutâneos (QUINN, 2004). A 

camada subcutânea, denominada hipoderme, atua como isolante térmico, reserva energética e 

na proteção contra choques mecânicos (CAMARGO, 2008). 

A Melanina é um biopolímero único, pigmentado, sintetizado por células 

especializadas conhecidas como melanócitos durante a melanogênese (OH et. al., 2010). É 

responsável pela pigmentação dos olhos, dos cabelos e da pele, também está associada à 

proteção da pele contra a radiação solar (OLIVERIA et. al. 2014). A melanogênese é um 

processo complexo regulado por vários fatores intrínsecos e extrínsecos (HUANG et al., 

2012). Ocorre nos melanócitos, dentro dos melanossomos e pode ser estimulados por estres, 

inflamação, radiação ultravioleta (UV) e hormônios (HUANG et. al., 2011).  

Nos melanossomos, pelo menos três enzimas são necessárias para a produção de 

melanina: a tirosinase, as proteínas relacionadas à tirosinase (TRPs) e a dopacroma 

tautomerase (DCT). A TRP 1 é a glicoproteína mais abundante no melanócito e participa de 

reações subseqüentes à tirosinase controlando a síntese de melanina, no entanto, ela ocorre 

apenas nos eumelanossomos. A dopacroma tautomerase é uma enzima que atua nas etapas 

subseqüentes a ação da tirosinase convertendo a melanina em seus diferentes tipos. Das três 
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enzimas a mais importante é a tirosinase (figura 2) devido às reações que catalisa (SIMON et. 

al., 2009; YAMAGUCHI & HEARING, 2009). 

A tirosinase (E.C.1.14.18.1) é uma enzima limitante na produção da melanina e tem 

como cofator ativo o cobre, uma monooxidase amplamente distribuída em bactérias, fungos, 

plantas e animais (GARCIÁ-MOLINA et al., 2013).  

A tirosinase catalisa a hidroxilação da tirosina para 3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA), 

e segundo, c1atalisa a oxidação da DOPA para dopaquinona (PARKA et al., 2011). A 

dopaquinona entra em duas vias separadas, levando à síntese de eumelanina ou feomelanina. 

A TRP-1 e TRP-2 participam da síntese da eumelanina (VILLAREAL et al., 2010). 

 

Figura 2 – Esquema da atuação da tirosinase na regulação da melanina 

FONTE: Adaptado de Chang et al., 2009. 

Legenda: TRP: proteínas relacionadas a tirosinase, dopa: 3,4- dihidroxifenilalanina; DHICA: 5,6-di-hidroxi-

indol-2- ácido carboxilico; DHI: 5,6- dihidroxi-indol; ICAQ: indol-2-carboxílico acid-5,6-quinona; IQ: indol- 

5,6-quinona; HBTA, 5-hidroxi-1,4-benzotiazinil-alanina.  

 

 

A radiação UV é um dos fatores ambientais implicados na alteração da síntese de 

melanina. A produção excessiva de melanina em resposta ao seu efeito fotoprotetor ou 
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propriedades fototóxicas geram efeitos nocivos à pele, aumentando, por exemplo, o risco de 

melanoma maligno, especialmente em indivíduos de pele clara. Relata-se que a radiação UV-

A (400-315nm) desencadeia a melanogênese em associação com o estresse oxidativo (LIU et 

al., 2012).  

A maioria das desordens pigmentares raramente é associada com doenças sistêmicas, 

entretanto, podem ser uma fonte de desconforto e grande estresse emocional para os pacientes 

(ROSE, 2009). Dentre os diversos tipos de manchas pigmentadas formadas na pele humana, 

as mais comumente observadas são as sardas, lentigos solares e melasma (IRIYAMA et. al., 

2011). 

 

2.7 Uso de cosméticos no Brasil e no mundo 

 A utilização em grande escala de produtos cosméticos data do antigo Egito como, por 

exemplo, o uso do verde malaquita como sombra, o extrato vegetal de henna para tingir o 

cabelo e o uso do leite de cabra durante o banho para amaciar a pele. Ao final do século XIX 

estavam consolidadas, no mercado internacional, diversas empresas produtoras de cosméticos, 

o que coincidiu com a melhoria das instalações sanitárias e o avanço das inovações 

tecnológicas (ABDI, 2009). 

 No século XX, o desenvolvimento tecnológico e o conhecimento científico se 

aprimoraram, as formulações se tornaram mais eficientes e seguras. Começa a evolução da 

cosmética firmada em bases científicas, em informações técnicas, formulações 

criteriosamente preparadas em laboratórios (cujos dispêndios em pesquisa se elevam a cada 

ano), com exigências fiscais quanto à qualidade e segurança do produto (ABDI, 2009). 

 Segundo a ABIHPEC (2014), o setor de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos 

(HPPC) é um dos que mais cresce e de maior investimento em inovação. O crescimento de 

1996 a 2013 foi acima da inflação, perto de 10% ao ano e o faturamento líquido de impostos 
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sobre vendas passou de 4,9 bilhões de reais em 1996 para 38 bilhões de reais em 2013. Assim, 

o Brasil manteve o título de terceiro mercado consumidor do mundo em 2013. A indústria de 

HPPC é o segundo setor em inovação, ficando atrás apenas do setor farmacêutico. 

 Produtos de Higiene Pessoal, Cosméticos e Perfumes são definidos pela Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária – ANVISA como: preparações constituídas por substâncias 

naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo humano, pele, sistema 

capilar, unhas, lábios, órgãos genitais externos, dentes e membranas mucosas da cavidade 

oral, com o objetivo exclusivo ou principal de limpá-los, perfumá-los, alterar sua aparência e 

ou corrigir odores corporais e ou protegê-los ou mantê-los em bom estado. (BRASIL, 2014) 

  

2.8 Desenvolvimento de formulações com ativo de origem vegetal  

A administração de agentes terapêuticos necessita da sua incorporação em uma forma 

farmacêutica, caracterizada normalmente pelo estado físico de apresentação, constituída de 

componentes farmacologicamente ativos e de adjuvantes farmacêuticos. A escolha da forma 

farmacêutica mais apropriada para um produto fitoterápico deve considerar a eficácia e a 

segurança do componente ativo e assegurar sua qualidade (TOLEDO et al., 2003). 

As preparações farmacêuticas semissólidas incluem as pomadas, pastas, emulsões 

cremosas, géis, unguentos. São geralmente desenvolvidas para exercer ação local, aplicadas 

na pele ou membrana mucosa, embora também possam ser empregadas para administração 

transdérmica. Apresentam como propriedade comum a capacidade de adesão à superfície de 

aplicação por um período razoável de tempo antes de serem removidas. Esta adesão deve-se 

ao comportamento reológico plástico que permite os semissólidos manter a sua forma e aderir 

como um filme até a aplicação de uma força externa que o faça deformar e fluir (IDSON & 

LAZARUS, 2001; FERREIRA, 2008) 
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As emulsões são muito utilizadas na área farmacêutica, pela capacidade de veiculação 

de princípios ativos hidrossolúveis e/ou lipossolúveis, pela diminuição da irritabilidade 

dérmica de certos fármacos e, principalmente, pela boa aceitação por parte do paciente. Este 

fenômeno explica-se pelo fato de a emulsão possuir facilidade no processo de aplicação e 

remoção em caso de alergia. As emulsões são amplamente usadas para a hidratação da pele 

(CASTELI et al., 2008; RIEGER, 2001; MILAN et al., 2007). 

Uma emulsão é um sistema que consiste em duas fases líquidas imiscíveis, uma das 

quais se encontra dispersa no meio de outra na forma de finas gotículas. Um terceiro 

componente, o agente emulsificante, é necessário para estabilizar as emulsões, os agentes 

emulsionantes podem ser aniônicos, catiônicos, não iônicos e anfóteros (ATTWOOD, 2005; 

BILLANY, 2005).  

A composição básica de uma emulsão envolve: a fase aquosa na qual deve ser 

solubilizados todos os componentes hidrossolúveis da formulação. A fase oleosa constituída 

por óleos ou ceras. O agente emulsificante que proporciona estabilidade à emulsão, reduzindo 

a tensão superficial entre o óleo e a água e retardando a separação das fases. O antioxidante 

para evitar a degradação por oxidação dos óleos e gorduras, ex: BHT. Conservantes que 

previnem o crescimento de fungos e bactérias. Sequestrante, substância que complexa íons 

metálicos, por exemplo, o EDTA–Na. Corantes e essência são opcionais (FERREIRA, 2008). 

As emulsões contendo emulsionante não iônico são amplamente empregadas em 

formulações cosméticas devido às suas características como, por exemplo, compatibilidade 

com pH cutâneo, estabilidade frente a diferentes valores de pH e possibilidade de 

incorporações de diferentes substâncias ativas (MILAN et al., 2007). 

 Os géis são sistemas semissólidos em que uma fase líquida está confinada dentro de 

uma matriz polimérica tridimensional, formada por um polímero natural ou sintético. A 

composição básica envolve o agente gelificante ou espessante (exemplo: gomas, derivados de 
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celulose, carbômeros), veículo (água, água e álcool), conservantes, estabilizantes, e 

umectantes como opcional. Os géis apresentam propriedade reológica pseudoplástica e tem 

como vantagem o pressuposto de que o fármaco não irá se ligar ao polímero e, desta maneira, 

facilita a liberação do fármaco (IDSON & LAZARUS, 2001; BARRY, 2005). 

Para o desenvolvimento de uma formulação estável é necessário conhecer as 

propriedades físico-químicas dos ativos, excipientes e suas combinações. Este estudo para 

cada formulação é chamado de estudo de pré-formulação. (MAMEDE et al., 2006) 

O passo determinante no desenvolvimento de uma formulação cosmética envolve o 

estudo de estabilidade, tem por objetivo de prever alterações físicas, físico-químicas, químicas 

e microbiológicas que possam ocorrer desde a fabricação até ao fim da data de validade do 

produto, bem como, fornecer informações para a melhoria da formulação, em caso de 

manifestações de instabilidade e/ou de incompatibilidade entre os ingredientes (BRASIL, 

2004; NISHIKAWA et al., 2007; BABY et al., 2008).  

Na área cosmética não existe nenhum protocolo oficial para os testes de estabilidade.  

No entanto, a ANVISA publicou em 2004 o Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos 

que fornece subsídios para o estudo da estabilidade (BRASIL, 2004). 

O guia de estabilidade recomenda realizar o teste de centrifugação antes de iniciar as 

etapas do estudo de estabilidade, se aprovado no teste de centrifugação o produto pode seguir 

para as etapas da estabilidade: preliminar, acelerada e longa duração. A estabilidade pode ser 

avaliada pela determinação do valor do pH, viscosidade, densidade, condutividade elétrica, 

umidade, tamanho de partículas, entre outros (BRASIL, 2004). 

Na estabilidade preliminar o objetivo é auxiliar na escolha das formulações, por meio 

de condições extremas de temperaturas (ciclos de gelo e degelo) a fim de acelerar possíveis 

incompatibilidades e sinais de instabilidade, a duração é de aproximadamente 15 dias. A 

estabilidade acelerada tem duração aproximada de 90 dias, usa condições menos extremas de 
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temperaturas e serve para auxiliar na determinação da estabilidade da formulação. E para 

acompanhar o produto durante toda sua validade é realizado a estabilidade de longa duração 

(BRASIL, 2004). 

Uma forma de agregar valor a um produto natural é transformá-lo em um 

fitocosmético que pode ser definido como um cosmético que contém ativo de origem vegetal 

seja um extrato, óleo ou óleo essencial, cuja ação define a atividade do produto (ISAAC et al., 

2008). 

 

2.9 Reologia 

A avaliação das características reológicas de cremes e loções é de fundamental 

importância, pois serve como auxílio na avaliação da qualidade e estabilidade da formulação 

(BORGHETTI & KNORST, 2006).  

A reologia consiste no estudo do escoamento ou deformação do material em estudo 

(sistemas líquido, semissólidos e sólidos) quando submetido a uma tensão. A reologia envolve 

conceitos de viscosidade, elasticidade e plasticidade, taxa de cisalhamento e tensão de 

cisalhamento (WOOD, 2001). 

 A viscosidade é a medida da resistência interna de uma substância ao fluxo quando 

submetida a uma tensão. Diz-se que a deformação é elástica se o material adquire sua forma 

inicial, ou plástica se a deformação permanece. Existem os materiais com propriedades 

intermediárias, conhecidos como viscoelásticos (WOOD, 2001). 

Para quantificar a reologia, a tensão de cisalhamento é medida em função da taxa de 

cisalhamento, e a representação gráfica entre tensão versus taxa de cisalhamento é 

denominada reograma (ALVES, 2006). Desta maneira, a viscosidade pode ser calculada pela 

formulação a seguir, a unidade usual é centiPoise (cP) e no Sistema Internacional 

miliPascal.segundo (mPa.s). 
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    η = τ / γ 

De acordo como o comportamento assumido pelo sistema estudado os fluxos podem 

ser newtonianos ou não newtonianos. O fluxo newtoniano (figura 3) caracteriza-se por 

apresentar viscosidade constante independente da taxa de cisalhamento (ALVES, 2006). 

Normalmente são materiais quimicamente puros ou soluções com soluto de massa molar 

reduzida (WOOD, 2001). 

Os fluidos não newtonianos não apresentam uma relação linear direta entre tensão e 

taxa de cisalhamento aplicado. Nos fluidos não newtonianos a viscosidade varia com a 

velocidade do cisalhamento ou taxa de cisalhamento. É um comportamento observado em 

grande número de sistemas como suspensões, emulsões, pomadas e géis. (MARRIOTT, 

2009). Os fluidos não newtonianos podem apresentar diferentes comportamentos, 

determinando diferentes tipos de reograma como: plástico de Bingham, pseudoplástico, 

dilatantes (figura 3).  

 

Figura 3 - Comportamentos reológicos  

FONTE: Adaptado de KAWATARA et al., 1996. 

Várias formulações farmacêuticas e cosméticas apresentam o comportamento 

pseudoplástico, especialmente géis e emulsões (KIM et al., 2003; RIBEIRO et al., 2004; 

MILAN et al., 2007). 
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 No comportamento pseudoplástico o fluxo é iniciado e a viscosidade varia com o 

aumento da tensão, ou seja, o material começa a fluir quando uma tensão de cisalhamento é 

aplicada, a deformação pode ocorrer com certa dificuldade, mas uma vez iniciada torna-se 

progressivamente mais fácil com o aumento sucessivo da força ou tensão aplicada (WOOD, 

2001; ALVES, 2006).  

Os materiais que exibem esse tipo de fluxo incluem dispersões aquosas de 

hidrocoloides ou quimicamente modificadas. A presença de moléculas longas, de elevada 

massa molecular, em solução resulta no embaraçamento destas moléculas em associação com 

o solvente imobilizado. Pela influência da tensão as moléculas tendem a tornar-se 

desembaraçadas e alinhar-se na direção do fluxo. Desta forma, passam a oferecer menor 

resistência ao fluxo, aliado a este fato, ocorre a liberação de água que estava aprisionada, 

contribuindo para a diminuição da viscosidade (MARRIOTT, 2009). 

Quando a tensão diminui a estrutura pode ou não se recuperar imediatamente. Se 

houver recuperação imediata, os ramos ascendentes e descendentes dos reogramas são 

idênticos e se sobrepõe. Contudo, se a estrutura nãos e recupera, imediatamente, o reograma 

descendente apresentará valores de tensão inferiores aos do reograma ascendente para cada 

valor de taxa de cisalhamento. Materiais desse tipo apresentam tixotropia, representada pela 

histerese (figura 4) que é caracterizada pela área formada entre as curvas ascendentes e 

descendentes obtidas no reograma (WOOD, 2001). 
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Figura 4 - Comportamento tixotrópico e histerese  

FONTE: Autora 

A tixotropia é um fenômeno que indica o desmonte da estrutura tridimensional e tem 

especial interesse na tecnologia farmacêutica de semissólidos, pois produtos tixotrópicos 

tornam-se mais fluidos quando submetidos a uma pressão externa e, consequentemente, 

espalham-se mais facilmente na região onde são aplicados. (MAZZARINO E KNORST, 

2007). 

 

2.10 Extrato seco por atomização (Spray Dryer) 

Extratos secos são preparações sólidas obtidas pela evaporação do solvente utilizado 

na sua preparação. Apresentam no mínimo 95% de resíduo seco, calculado como percentagem 

de massa (FARMACOPÉIA BRASILEIRA, 2010) 

O processo de secagem por atomização, figura 5, consiste de três etapas fundamentais: 

Na primeira fase, o fluído é disperso como gotículas, produzindo uma grande área superficial. 

Na segunda, ocorre contato destas com uma corrente de ar aquecido, havendo transferência de 

calor. Na terceira etapa acontece a evaporação do solvente e a formação de partículas sólidas. 

Com a transferência de calor do ar aquecido às gotículas, o líquido da superfície evapora-se 

rapidamente. As partículas solidificadas geralmente apresentam o mesmo tamanho e forma da 

gotícula que as originou. Na última etapa, o produto de secagem é transportado por uma 
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corrente de ar sendo posteriormente coletado (RANKELL et al., 2001; OLIVEIRA & 

PETROVICK; 2010) 

 

Figura 5 - Esquema do processo de secagem por aspersão 

FONTE: Autora 

As variáveis devem ser controladas visando à obtenção de rendimento e de teor de 

umidade adequados, estabilidade química, minimização da aderência de partículas na câmara 

de secagem e características tecnológicas específicas. Os fatores que influenciam o processo 

de secagem são: influência do material de entrada e as influênicias do processo operacional 

(OLIVEIRA & PETROVICK; 2010). 

Com relação ao material de entrada o uso de adjuvante na secagem é um fator 

importante, sua correta seleção, a concentração usada.  Em relação ao processo, um dos 

parâmetros de maior importância é a temperatura do ar de entrada, o aumento na temperatura 

do material de entrada facilita o processo de secagem, pois normalmente reduz a tensão 

superficial e a viscosidade, facilitando a formação de gotículas (SOARES, 2002). A 

temperatura de entrada deve estar acima do ponto de ebulição do solvente utilizado 

(OLIVEIRA & PETROVICK; 2010). 
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O método de secagem por atomização é considerado um dos mais importantes 

processos para a indústria farmacêutica, especialmente, por causa das vantagens apresentadas 

como a capacidade de produção de pós com tamanho de grânulos mais uniformes, 

aplicabilidade a produtos termolábeis, produção de pó com quantidade mínima de solvente 

residual (ARARUNA et al., 2013). 

O tempo de permanência do material no interior da câmara de secagem é 

relativamente pequeno, o que torna este processo adequado para a secagem de produtos 

termolábeis, como os extratos vegetais. O pó obtido por esta tecnologia geralmete é solúvel 

em água e muito apreciado pela sua fluidez, atribuída à forma esférica das partículas obtidas 

(SILVA et al., 2012). 

Para as finalidades industriais o extrato seco apresenta várias vamtagens em relação às 

formas líquidas, maior estabilididade, maior facilidade no manuseio, no transporte e no 

armazenamento (COUTO et al., 2012). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

Desenvolver formulações semissólidas com finalidade antienvelhecimento e clareadora da 

pele utilizando o extrato seco das folhas da P. nitida. 

 

3.2 Objetivos Específicos  

- Caracterizar físico-quimicamente a Droga vegetal; 

- Caracterizar os extratos secos de P. nitida, obtidos por aspersão, e definir uma concentração 

de trabalho; 

- Avaliar o potencial antioxidante e a atividade inibição da tirosinase in vitro no extrato seco 

de P. nitida; 

- Desenvolver cremes e gel-creme e avaliar a estabilidade para a seleção da melhor 

formulação; 

- Realizar o perfil reológico da formulação selecionada; 

- Avaliar a citotoxicidade e a capacidade de redução da melanogênese no extrato seco de P. 

nitida e na formulação selecionada. 

- Definir uma metodologia analítica para o controle de qualidade do extrato seco de P. nitida 

e formulação. 

 

 

 

 

 

 



40 
 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Material 

As folhas foram obtidas de cultivo na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária – 

Embrapa, localizada na estrada AM 010, Km 29, Manaus-Itacoatiara. A coleta foi realizada 

pelos mateiros da Embrapa em agosto de 2012 sob orientação do Dr. Francisco Célio Maia 

Chaves, engenheiro agrônomo e pesquisador da Embrapa.  

As folhas foram submetidas à secagem em estufa de circulação de ar forçado a 40° C 

por cinco dias e depois foram trituradas em moinho de facas. A Droga Vegetal (DV) foi 

acondicionada em recipientes opacos, à temperatura ambiente. A exsicata está depositada no 

herbário do Instituto nacional de Pesquisa da Amazônia – INPA sob nº 209547.   

 

4.2 Caracterização da Droga Vegetal 

4.2.1 Análise granulométrica por tamisação  

 Conforme descrito na Farmacopeia Brasileira 5ª ed. (2010), cerca de 25,0 g da DV 

foram pesados e submetidos à passagem através de tamises com abertura de malha de 2,00; 

1,00; 0,850; 0,710; 0,600; 0,500; 0,425; 0,355 0,250 mm e coletor. A tamisação foi realizada, 

em tamisador, a 60 vibrações por segundo durante 15 min. As frações retidas nos tamises e o 

coletor foram pesados e os dados analisados por método gráfico. Foi construído o histograma 

de distribuição, a fim de se obter a distribuição das partículas do pó. Os resultados expressam 

a média de triplicatas. O tamanho médio das partículas foi calculado por método aritmético, 

conforme a equação: 
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d médio = Σ (AM . Fr%) (1) 

100% 

Onde: d médio = diâmetro médio aritmético (mm); AM = abertura média de malha (mm) e a 

Fr% = fração retida percentual em cada tamis (Allen et al., 2007). 

 

4.2.2 Determinação da perda por dessecação  

 Conforme descrito na Farmacopeia Brasileira 5ª ed. (2010), 0,5 g da amostra foi 

pesado e colocado em pesa-filtro, previamente tarado. O pesa-filtro foi levado para a estufa a 

105 ºC ± 2 ºC, retirada a tampa, deixando-o também na estufa, por um período de 2 horas. O 

pesa-filtro foi esfriado em dessecador por 20 minutos e pesado. Este procedimento foi 

repetido até peso constante. Em seguida, foi calculada a diferença de peso entre a amostra 

inicial e a final determinando-se a perda por dessecação. O ensaio foi realizado em triplicata. 

 

4.2.3 Teor de extrativos  

 Seguindo a metodologia de BUNDESVEREINIGUNG (1986), 1,0 g da DV foi 

transferido para um erlenmeyer e foi adicionado 100 mL de água destilada, e o conjunto foi 

pesado e submetido à extração por decocção durante 10 minutos. Após resfriamento, pesou-se 

novamente o conjunto, reconstituiu-se a massa inicial com água destilada e filtrou-se 

desprezando os primeiros 20 mL do filtrado. Cerca de 20 g do filtrado, pesados, foram 

colocados em pesa-filtro, previamente tarado, e evaporados à secura em banho-maria, com 

agitação ocasional. Após a evaporação, o pesa-filtro, contendo a amostra, foi levado à estufa 

105 ºC ± 2 ºC até peso constante, calculando-se o teor de sólidos. O resultado foi expresso em 

triplicata e o teor extrativo foi calculado segundo a equação abaixo: 

TE = (gxFDx100) / (m-pd) x 100 (2) 

Onde; TE= teor de extrativos (%, m/m); g= massa (g) do resíduo seco, FD= constante igual a 

5; m= massa da amostra inicial (g); pd= perda por dessecação da amostra (m/m). 
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4.2.4 Cinzas Totais  

 Conforme descrito na Farmacopeia Brasileira 5ª ed. (2010), 3 g da amostra foram 

pesados, transferidos e distribuídos uniformemente em cadinhos, previamente tarados. As 

amostras foram incineradas em mufla a 500 
o
C até que todo carvão fosse eliminado, em 

seguida os cadinhos foram resfriados em dessecador e pesados. Calculou-se a porcentagem de 

cinzas em relação à droga seca ao ar. A análise foi realizada em triplicata. 

 

4.2.5 Triagem fitoquímica 

 A triagem fitoquímica foi realizada de acordo com a metodologia de MOREIRA 

(1979). Pelo método de maceração preparou-se um extrato hidroalcoólico a 20% e outro 

extrato aquoso a 20% da droga vegetal em estudo. A partir desses extratos foi determinada a 

presença dos seguintes grupos químicos: 

 Extrato hidroalcoólico 20%: alcaloides, ácidos orgânicos, fenóis, flavonoides, 

cumarinas, antraquinonas e triterpenos e/ou esteroides. 

 Extrato aquoso 20%: glicosídeos antociânicos, saponinas, heterosídeos cianogenéticos, 

gomas, taninos e mucilagens, taninos condensados e hidrolisáveis, aminogrupos, 

ácidos voláteis e ácidos fixos. 

 

4.2.5.1 Pesquisa de alcalóides 

Foi realizada utilizando-se os reativos gerais de alcaloides (Mayer, Dragendorff, 

Bouchardart e Berthrand) da seguinte forma: levou-se a secura 25 mL do extrato 

hidroalcoólico em banho-maria, seguido de dissolução do resíduo em um mL de etanol e 20 

mL de ácido clorídrico a 1%. Transferiu-se o extrato clorídrico em cinco tubos de ensaio (um 

mL em cada tubo) e adicionou-se em cada um os reativos mantendo o quinto tubo como 

branco. O aparecimento de precipitado indica reação positiva. Para contraprova, 15 mL do 
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extrato hidroalcoólico foram transferidos para um funil de separação e alcalinizados com 

hidróxido de amônio até pH 10. Efetuou-se extração com a mistura éter/clorofórmio (3:1) e 

submeteu-se o extrato às mesmas reações de alcaloides.  

 

4.2.5.2 Pesquisa de ácidos orgânicos 

 O excedente da solução etérea da pesquisa de alcaloides foi levado à secura e 

redissolvido em 5 mL de água destilada. O pH ácido desta solução indica a presença de ácidos 

orgânicos. 

 

4.2.5.3 Pesquisa de fenóis 

 Utilizou-se um volume de 2 mL da solução obtida na pesquisa de ácidos orgânicos 

adicionando 2 gotas de solução aquosa de cloreto férrico 1%. O desenvolvimento de 

coloração entre o azul e o vermelho confirma a presença de fenóis. 

 

4.2.5.4 Pesquisa de flavonoides 

 Os  flavonoides foram pesquisados pela reação de Shinoda, ou reação de cianidina. 

Em um tubo de ensaio transferiu-se um volume de 5 mL de extrato hidroalcoólico e 

adicionou-se 200 mg de limalha de magnésio e 1 mL de ácido clorídrico fumegante pelas 

paredes do tubo. A formação de cor alaranjada indica presença de flavonóis. 

 

4.2.5.5 Pesquisa de cumarinas 

 Foi transferido para um béquer 15 mL de extrato hidroalcoólico depois foi acidificado 

até pH 1, concentrado em banho-maria a 60°C até 7 mL. Foram adicionados ao resíduo 5 mL 

de água deionizada e extraído em funil de separação com éter etílico em 3 porções de 5 mL. O 

volume do extrato orgânico foi reduzido para 5 mL em banho-maria a 60 °C. Aplicou-se 3 
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gotas do extrato etéreo em 2 pontos de um papel de filtro previamente marcado, deixando 

secar para em seguida adicionar 1 gota de hidróxido de sódio 1N em cada mancha. Cobriu-se 

uma das manchas com moeda e observou-se em luz UV de ondas longas. A fluorescência azul 

ou verde-amarelada indica reação positiva. 

 

4.2.5.6 Pesquisa de antraquinonas 

 Foi levado à fervura 10 mL do extrato alcoólico por 7 minutos sob refluxo, 

adicionando 1,5 mL de ácido sulfúrico 10%. Após o resfriamento foi transferido para um funil 

de separação junto com 15 mL de água destilada e fez-se 3 extrações com 5 mL de tolueno. O 

extrato toluênico foi concentrado a 5 mL e transferido para um tubo de ensaio. Agitado com 5 

mL de solução reagente de hidróxido de sódio. O aparecimento de coloração rósea ou 

avermelhada indica a presença de hidroxiantraquinonas e naftoquinonas. 

 

4.2.5.7 Pesquisa de triterpenos e/ou esteroides 

 Foram evaporados 10 mL do extrato alcoólico e extraído por 3 (três) vezes sucessivas 

com 3 mL de diclorometano. Concentrou-se os extratos obtidos a um volume de 3 mL e 

transferiu-se para um tubo de ensaio, onde foram adicionados 2 mL de anidrido acético. 

Cautelosamente adicionaram-se 3 gotas de ácido sulfúrico. O desenvolvimento de coloração 

azul passando a verde demonstra a presença de esteroides e /ou triterpenos. 

 

4.2.5.8 Pesquisa de heterosídeos antociânicos 

 Foram separados 3 porções de 3 mL do extrato aquoso em 3 tubos de ensaio e foram 

neutralizados com solução de hidróxido de potássio 5% até obter o pH 5,5 (pH do extrato 

aquoso), 7,0 (neutro) e 9,5 (básico). Mudança na coloração das porções neutralizadas indica 

presença de heterosídeos antociânicos. 
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4.2.5.9 Pesquisa de heterosídeos saponínicos 

 Agitou-se os 3 tubos obtidos no ensaio anterior energicamente durante 5 minutos. 

Espuma persistente em um dos tubos indica a presença de saponinas, confirmada pela adição 

de solução aquosa de ácido clorídrico 1%. 

 

4.2.5.10 Pesquisa de heterosídeos cianogenéticos 

 Transferiram-se 10 mL do extrato aquoso para um tubo de ensaio, com o cuidado de 

não umedecer as paredes superiores. Adicionaram-se 1 mL de ácido sulfúrico 1N e então 

prenderam-se com auxílio de uma rolha uma tira de papel picro-sódico dentro do tubo. 

Levou-se o tubo de ensaio ao banho Maria em temperatura de 60 °C por 30 minutos. A 

formação de cor vermelha no papel indica a presença de heterosídeos cianogenéticos. 

 

4.2.5.11 Pesquisa de gomas, taninos e mucilagens 

 A duas porções de 5 mL do extrato aquoso foram adicionadas 5 gotas de solução de 

acetato básico e acetato neutro de chumbo 10%. A formação de precipitado é indicativa da 

presença de gomas, taninos e mucilagens. 

 

4.2.5.12 Pesquisa de taninos 

Foi adicionado 5 mL de extrato aquoso, 5 gotas de cloreto férrico 1%. Na formação 

de precipitado escuro, transferiu-se 5 mL do extrato aquoso para um balão de fundo chato de 

100 mL e nele acrescentou-se 5 gotas de formaldeído a 37% e 4 mL de ácido clorídrico. 

Levaram-se a mistura para o refluxo por 1 hora. Após seu resfriamento, filtrou-se a solução e 

o material retido foi lavado com água destilada e álcool.  

Se no material retido no filtro houver a formação de cor pela adição de algumas gotas 

de solução aquosa de hidróxido de potássio 5%, indica a formação de taninos condensados. Se 
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no filtrado, pelo excesso de acetato de sódio e a adição de 10 gotas de cloreto férrico 1%, 

houver formação de precipitado escuro ou azul, indica a presença de taninos hidrolisáveis. 

 

4.2.5.13 Pesquisa de aminogrupos 

Foram concentrados 10 mL de extrato aquoso à metade a temperatura de 50 °C. Em 

um papel de filtro, colocou-se 5 gotas do extrato concentrado e após secar, o papel foi 

nebulizado com solução butanólica de ninhidrina. Em seguida foi aquecido em estufa a 90-

100 °C por 15 minutos. Se houver o aparecimento de cor azul-violácea indica a presença de 

aminogrupos. 

 

4.2.5.14 Pesquisa de ácidos voláteis 

Foi acidificado 10 mL do extrato aquoso com ácido sulfúrico 1 N e levado para 

ferver em um tubo de ensaio em banho-maria. Com papel indicativo de pH mediram-se a 

acidez dos vapores.  

 

4.2.5.15 Pesquisa de ácidos fixos 

Foi transferido 20 mL de extrato para um balão de destilação juntamente com 2 mL 

de solução aquosa de hidróxido de sódio 1N. Levando o conteúdo ao refluxo por 30 minutos, 

após resfriar foi acidificado com ácido sulfúrico 1N e extraído 3 vezes com 10 mL de éter 

etílico. Os extratos etéreos foram reunidos, filtrados e levado à secura. O resíduo foi aquecido 

durante 10 minutos a 100 °C e após, adicionou-se 5 mL de solução de hidróxido de amônio 

1N, filtrou-se novamente e transferiu-se para um papel de filtro 3 gotas de modo a obter uma 

mancha de 1 cm de diâmetro. Secou-se o papel em estufa a 100 °C por 10 minutos e então foi 

tratado com o Reagente de Nessler.  
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4.3 Obtenção da Solução Extrativa 

Para o preparo da solução extrativa foram utilizadas as folhas de P. nitida, a solução 

extrativa de 5 %, 7,5 % e 10 % (m/v) foi obtida utilizando-se, respectivamente, 50 g, 75 g e 

100 g de DV para 1000 ml de solvente hidroetanólico a 20% (v/v). Os extratos líquidos foram 

macerados por 48h, sob agitação constante e à temperatura ambiente. Depois foram 

submetidos à filtração com gazes e algodão e, posteriormente, a filtração a vácuo. 

 

4.4 Obtenção do extrato seco por atomização (Spray Dryer) 

O volume de 1000 mL da solução extrativa 5%, 7,5% e 10% (m/v) foi submetido à 

secagem em Spray Dryer LM MSD 1.0 da empresa Labmaq do Brasil Ltda. Nas seguintes 

condições: temperatura de entrada e saída de 115/80 ºC, fluxo de 85%, vazão de 11 mL/min. 

E assim foram obtidos os extratos secos de P. nitida nas concentrações de 5 %, 7,5 % e 10 %.  

 

4.5 Caracterização da solução Extrativa  

4.5.1 Determinação do valor do pH para solução extrativa 

 Seguindo a metodologia descrita na Farmacopeia Brasileira 5ª ed (2010), após a 

calibração com solução tampão de pH 7,0 e 4,0, o eletrodo foi  lavado com água e inserido 

diretamente na amostra líquida à temperatura de 25ºC. 

 

4.5.2 Determinação da densidade relativa para solução extrativa 

 Seguindo a Farmacopeia Brasileira 5ª ed. (2010), foi utilizado o método do 

picnômetro, onde o mesmo foi pesado vazio e depois pesado com a amostra, após a remoção 

do excesso das substâncias se necessário. O picnômetro também foi pesado com água. A 
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obtenção do peso da amostra ocorreu pela diferença de massa do picnômetro cheio e vazio. O 

calculo da densidade relativa foi determinando pela razão da amostra líquida e a massa da 

água, ambas a 20ºC.  

 

4.5.3 Determinação do resíduo seco para solução extrativa 

 Seguindo a Farmacopeia Brasileira 5ª ed. (2010) com modificações, foi transferido 2 

mL ou 2g de extrato para os pesa-filtro. O pesa-filtro com amostra foi levado para evaporar 

até secura em banho-maria e dessecar em estufa a 100- 105 ºC, por 3 horas. Depois, deixado 

em dessecador por 30 minutos para esfriar e pesado. Levado para a estufa por uma hora, 

deixado em dessecador e depois pesado, o procedimento foi repetido até peso constante. 

Calculado o resíduo seco em porcentagem sobre a massa ou sobre o volume. 

 

4.6 Caracterização do Extrato Seco de P. nitida (ESPN) 

4.6.1 Análise de distribuição de tamanho de partícula por espalhamento de luz 

(granulometria a laser)  

 A amostra foi dispersa em uma solução de tensoativo Triton 100 X a 0,02 % e em 

seguida submetidas a ultrassom por 3 minutos. Para análise da distribuição granulométrica foi 

utilizado um analisador de distribuição de partícula Microtac, modelo S3500, com tempo de 

medida de 10 segundos, fluxo de 70 %, distribuição por volume e utilizando o método 

Fraunhofer. Análise realizada em Parceria com o Centro de Tecnologias Estratégicas do 

Nordeste – CETENE. 
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4.6.2 Área superficial específica e diâmetro dos poros (SBET)  

 A análise foi realizada usando a técnica de adsorção de nitrogênio aplicando-se o 

modelo proposto por Brunauer, Emmett e Teller [BET] (MAXIMIANO et al. 2010; USP 30).
  

Uma amostra de aproximadamente 200 mg do ESPN foi transferida para o tubo de amostra e 

foi degaseificada por 72 h a 120 °C para remover qualquer material adsorvido no interior dos 

poros e na superfície do material.
 
Foi utilizado um Analisador de Área Superficial e Tamanho 

de Poros – ASAP 2420 Micromeritcs, munido de software próprio para determinar a área 

superficial (SBET) e porosidade. Análise realizada em Parceria com o Centro de Tecnologias 

Estratégicas do Nordeste – CETENE. 

 

4.6.3 Fluorescência de raios-X por dispersão de ondas  

 As amostras foram impregnadas em papel de filtro, próprio para análise. Uma amostra 

do papel de filtro em branco teve seus dados coletados, para servir de referência durante o 

processo de análise. As amostras tiveram seus dados coletados nas mesmas condições do 

papel de filtro. Foram analisados também a agua utilizada no preparo dos extratos, bem como 

amostras de algodão, álcool e papel de filtro usado na filtração dos extratos. 

Para todas as análises, foi empregado o método de fluorescência de raios-X por 

dispersão de onda (WDXRF), utilizando-se o equipamento modelo Rigaku® Supermini, com 

tubo de paládio, tempo de exposição de 200 s, com potência de 200 W. As condições foram 

ajustadas, levando-se em consideração a matriz da amostra, o porta amostras, e o suporte da 

amostra. Todos os elementos foram identificados por suas energias Kα e/ou Kβ (K. 

JANSSENS, 2003). 

Padrões de referência geológicos tais como GBW 3125, 7105 e 7113 foram utilizados 

para calibração do equipamento. Através de softwares matemáticos relacionam-se os picos de 

emissão com as respectivas concentrações de um determinado elemento. 
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Para cada elemento encontrado foi realizada a quantificação utilizando-se padrões 

externos de sais de pureza conhecida, diluídos em ácido bórico, também de pureza conhecida, 

em pelo menos seis concentrações pré-determinadas, os quais foram submetidos às mesmas 

condições de análise das amostras. Análise foi realizada em parceria com o grupo de Pesquisa 

Crowfoot da Universidade do Estado do Amazonas – UEA. 

 

4.6.4 Análise Térmica  

 Os estudos de análise Térmica foram realizados em parceria com a Universidade 

Federal de Sergipe, no laboratório do Professor Dr. Adriano Antunes de Souza Araújo. 

 

4.6.4.1 Calorimetria exploratória diferencial ou DSC 

 A Calorimetria exploratória diferencial foi realizada utilizando DSC-60, operado a 

uma temperatura de 25-500 º C. Aproximadamente 3 mg de amostra foram colocadas em 

cápsulas de alumínio plana, em seguida, submetido a uma taxa de aquecimento de 10 ˚C.min
-

1
, sob atmosfera de ar sintético (50 mL.min

-1
). O calorímetro foi calibrado com um padrão de 

referência de índio e zinco. Os ciclos de aquecimento e de refrigeração-aquecimento foram 

realizados a fim de confirmar os fenômenos térmicos. 

 

4.6.4.2 Termogravimetria (TG) 

 A caracterização termoanalítica através da curva TG foi realizada em duplicata por 

meio de termobalança, modelo TGA Q60, em atmosfera de nitrogênio em fluxo de 50 

mL.min
-1

, sendo a massa da amostra de cerca de 5 mg (± 0,4), acondicionada em cadinho de 

alumina na faixa de temperatura de 30 a 600 ˚C na razão de aquecimento de 10 ºC.min
-1

. 

Antes dos ensaios, verificou-se a calibração do instrumento empregando-se uma amostra de 

alumínio e zinco.  
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4.6.5 Determinação do teor de fenóis totais  

  A determinação de fenóis totais presentes no extrato seco das folhas de P. nitida foi 

realizada por meio de espectrofotometria utilizando o método de Folin-Ciocalteau segundo 

SINGLETON E ROSSI (1965) com modificações. Primeiramente foram preparadas soluções 

de 1 mg/mL dos extratos secos de 5 %, 7,5 % e 10 % (m/v). Em placas de 96 poços foram 

adicionados 50 μL de Folin-Ciocaulteau (Sigma) a 10 μL de extrato/ácido gálico/ água. Para 

eliminar a leitura referente à cor dos extratos e do ácido gálico foi preparado o branco com 10 

μL do extrato ou do ácido gálico a 50 μL de água. A microplaca foi incubada a 37 °C por 8 

minutos e realizada primeira leitura no leitor de Elisa DTX 800 (Beckman Coulter) a 715 nm. 

Após essa leitura, foram adicionados 240 μL de Carbonato de sódio a 0,4%. A placa foi 

incuba por três minutos e realizou-se a segunda leitura. O teste foi realizado em triplicata. O 

teor de polifenóis em mgEAG/mg do extrato foi calculado a partir da fórmula gerada pela 

curva de ácido gálico e convertida para ser expressa em termos de porcentagem por meio da 

fórmula abaixo:  

% Fénois Totais = (mgEAG / mgextrato) x100 (3) 

 

4.6.6 Determinação do teor de flavonoides totais  

 A determinação de flavonoides totais foi realizada, segundo metodologia utilizada por 

CHANG et al. (2002), com modificações. Primeiramente, os extratos foram diluídos em 

etanol na concentração de 0,5 mg/mL. Em seguida, foi adicionado 30 μL de extrato ou padrão 

- quercetina (diluída em etanol 80% na concentração de 0,5 mg/mL) e 90 μL de etanol em 

cada cavidade da microplaca. Logo após, foi adicionado 6 μL de cloreto de alumínio a 10% e 

6 μL de acetato de potássio (1 mol/L), ambos diluídos em água destilada. Para finalizar, 

adicionou-se mais 168 μL de água destilada. E para o branco, foram utilizados 30 μL de 

extrato e/ou padrão (quercetin) e 270 μL de etanol. A placa, então, foi incubada por 30 min 
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em temperatura ambiente e, em seguida, foi realizada a determinação da absorbância no 

comprimento de onda de 405 nm, em leitor ELISA (DTX 800, Backman Counter). O ensaio 

foi realizado em triplicata. Os resultados foram obtidos utilizando-se, primeiramente, a 

diferença das absorbâncias das amostras e do padrão pela absorbância dos respectivos 

brancos. Logo após, foi calculada a determinação da concentração de flavonoides em 

percentagem.  

Flavonoides Totais %  = (Abs Amostra – Abs branco/ Abs Padrão – Abs branco) X 100 (4) 

Onde: Abs = absorbância 

 

4.6.7 Atividade sequestrante do radical DPPH  

 A determinação da atividade antioxidante foi realizada por meio da capacidade dos 

antioxidantes, presentes nas amostras, em sequestrar o radical estável DPPH, segundo 

metodologia utilizada por MOLYNEUX (2004), com modificações. Foi adicionado 

primeiramente, em cada cavidade da microplaca 270 μL de DPPH (1 mg/mL) e 30 μL das 

soluções das amostras e/ou padrão (quercetin), na concentração de 100 μg/mL, com suas 

respectivas diluições. Para o controle, foram utilizados 270 μL de DPPH e 30 μL de etanol. A 

placa foi incubada por 30 min em temperatura ambiente no escuro e a leitura realizada em 517 

nm. Os cálculos de inibição foram feitos mediante formula a seguir: 

% Inibição = 100 × [1 – (Abs amostra – Abs controle) /Abs controle] (5) 

Onde: Abs = absorbância 

 

4.6.8 Ensaio de varredura do radical ABTS  

 A determinação de atividade antirradical seguiu a metodologia descrita por RE et al. 

(1999) com pequenas modificações. Inicialmente foi preparada a solução de ABTS pela 

reação de 0,7 mM do radical ABTS dissolvido em 5 mL de água deionizada com 5 mL de  
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perssulfato de potássio e a mistura reacional foi incubada em temperatura ambiente, na 

ausência de luz, por 12 horas. Obteve-se a solução oxidada de tonalidade azul esverdeada. Em 

seguida a solução foi diluída em proporção de 1:7 da solução/ água deionizada e então 

ajustada para uma absorbância de 1,000 ± 0,1 em um comprimento de onda 630 nm. Foram 

adicionadas uma alíquota 30 μL da amostra e 270 μL da solução de ABTS na microplaca, em 

triplicata. No grupo controle os mesmos volumes do diluente e de ABTS. As amostras e 

controle foram incubados por 15 minutos na ausência de luz, logo após realizou-se a leitura 

em leitor de microplacas. O padrão utilizado nesta determinação foi a  quercetina. Os 

cálculos de inibição foram feitos mediante fórmula a seguir: 

% Inibição = 100 × [1 – (Abs amostra – Abs controle) /Abs controle] (6) 

 

4.6.9 Teste de inibição sobre a tirosinase  

 Avaliação da inibição da tirosinase pelos extratos seguiu o método descrito por 

HEARING VJ Jr, 1987. Os extratos foram preparados na concentração de 10mg/mL e 

testados como descrito a seguir: Foi adicionado, na microplaca, 20 μL do inibidor [extrato, 

diluente (controle) ou padrão (ac. Kójico)]. Em seguida adicionou-se 80 μL da solução da 

enzima tirosinase e levou para incubar por 5 minutos a 37 ºC. Posteriormente, adicionou-se 

100 μL do reagente de cor DOPA e levado para leitura imediata nos tempos de 5/ 10/ 15 e 20 

minutos, incubando a placa a 37 ºC. Ler a placa no método tirosinase no leitor de ELISA e os 

cálculos da inibição foi realizado mediante a fórmula abaixo: 

% Inibição = 100 – (Abs T20Am – Abs T0Am / Abs T20Ct – Abs T0Ct) x 100 (7) 

Onde: Abs= absorbância, Am+ amostra, Ct= controle 
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4.6.10 Avaliação da atividade quelante de ferro  

A atividade quelante de ferro da P. nitida foi avaliada de acordo com metodologia 

proposta por EBRAHIMZADEH et al. (2008). Em uma placa de 96 poços foram adicionados 

200 µL do padrão (EDTA) / extrato / controle negativo (diluente) juntamente com 10 µL de 

solução de Cloreto Férrico (FeCl2) a 2 mM, incubando-se por 5 minutos à temperatura de 37 

ºC e em seguida realizada a primeira leitura (A1) em leitor de Elisa DTX 800 Beckmar 

Coulter. Após a leitura A1, foi adicionado 10 µL de Hidroxilamina hidroclorada 300 mM e 

30µ L de Ferrozine 5 mM, incubando-se por 15 minutos temperatura de 37 ºC, sendo 

realizada em seguida a segunda leitura (A2). O cálculo da porcentagem de inibição foi 

realizado de acordo com a equação: 

100
)(

)(
100(%)

12

12 





controleAA

amostraAA
Atividade

 (8) 

 

4.6.11 Potencial Redutor  

 A análise foi realizada seguindo a metodologia de OYAIZU (1986), 1 mL da amostra 

a 20 mg/mL foi misturada com 2,5 mL de tampão fosfato e 2,5 mL de ferricianeto de 

potássio. A mistura foi incubada a 50 ºC por 20 min e depois adicionado 2,5 mL de ácido 

tricloroacético e levado para centrifugar por 10 min a 3000 rpm. O sobrenadante foi 

misturado com 2,5 mL de água destilada e com 0,5 mL de solução de cloreto férrico (0,1%). 

A absorbância foi medida em 700 nm. O ácido ascórbico (20 mg/mL) foi utilizado como 

padrão e o branco foi preparado sem o padrão e a amostra. O cálculo do aumento do Potencial 

redutor foi feito com a equação a seguir: 

Potencial Redutor % = (Abs A – Abs B/ Abs B) x 100 (9) 

Onde A= amostra; B= branco 
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4.7 Desenvolvimento das formulações e estudo de estabilidade 

4.7.1 Desenvolvimento de bases semissólidas e incorporação do ESPN 

 Foram desenvolvidas formulações semissólidas como gel creme e creme, com a 

finalidade de verificar a melhor base para incorporação do extrato seco de P. nitida (ESPN), 

garantindo eficácia e segurança do produto acabado, assim como, o melhor aspecto final ao 

produto. 

 As principais matérias-primas utilizadas e suas funções estão listadas na tabela 1. 

Matéria-prima Função Matéria-prima Função 

Ácido cítrico Acidificante Manteiga de Cupuaçu Emoliente 

Álcool cetílico 
Emoliente e agente 

de consistência 
Manteiga de Karité 

Emoliente 

Álcool ceto-estearílico 

30:70  

Agente de 

consistência Metilparabeno  Conservante 

Álcool ceto-estearílico 

etoxilado 20 OE  

Emulsionante não-

iônico 

Microemulsão de 

Silicone  Emoliente 

BHT 
Antioxidante 

Monoestearato de 

glicerila  

Agente de 

consistência 

Carbopol Espessante Óleo de castanha Emoliente 

Ciclometicone Emoliente 

Fenoxietanol com 

parabenos Conservante 

Co-Polímero 

acriloildimetiltaurato, 

vinilpirrolidona e amônio Espessante 

Álcool cetoestearílico/ 

Monoestearato de 

sorbitano etoxilado 
Emulsionante não 

iônico 

EDTA Quelante Propilenoglicol Umectante 

Estearato de octila Emoliente Propilparabeno  Conservante 

Glicerina Umectante Trietanolamina Neutralizante 

Hidroxietilcelulose  Espessante Triglicerides caprílico Emoliente 

Imidazolidinil Uréia  Conservante Vaselina líquida Umectante 
Tabela 1 - Relação das matérias-primas usadas na formulação das bases pilotos 

 

 As bases desenvolvidas foram identificadas com as iniciais LB, seguidas de 

numeração de 1 a 18, veja as bases na tabela 2.  As formulações foram preparadas em banho-

maria, em temperatura entre 70 e 80 ºC, mediante agitação. 
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Tabela 2- Relação das bases pilotos com as variações de polímeros, emulsionantes e emolientes testados. 

 

 

4.7.2 Estudo de pré-estabilidade 

Seguindo a recomendação do Guia de estabilidade de produtos cosméticos, todas as 

formulações desenvolvidas foram submetidas ao teste de centrifugação, 3.000 rpm durante 30 

minutos. O produto deve permanecer estável, qualquer sinal de instabilidade indica a 

necessidade de reformulação. Se aprovado nesse teste, o produto pode ser submetido aos 

testes de estabilidade (BRASIL, 2004).  

 

4.7.3 Estabilidade Preliminar 

 As amostras foram submetidas a condições extremas de temperatura, sendo a primeira 

avaliação realizada no tempo zero (t0) e em sseguida, as análises foram diárias.  

 As formulações em teste foram submetidas a condições de estresse visando acelerar o 

surgimento de possíveis sinais de instabilidade. As amostras foram submetidas a ciclos de 

congelamento e descongelamento, aquecimento em estufas 45ºC (±2), resfriamento em 

freezer a -5ºC (±2), em ciclos alternados. O testes ocorreu por de 12 dias, um total de 6 ciclos. 

Código Tipo de formulação Código Tipo de formulação 

LB1 Gel creme com aristoflex 2% LB10 
Gel creme com natrosol 10% - 

Modificação: emulsionante/ emolientes 

LB2 Gel creme com natrosol 1,5% LB11 
Gel creme com natrosol 3% -

Modificação: emulsionante/ emolientes 

LB3 Gel creme com carbopol 0,5% LB12 
Gel creme com aristoflex 1,5% -

Modificação: emulsionante/ emolientes 

LB4 Gel creme com natrosol 10% LB13 
Gel creme com aristoflex 0,75% -

Modificação: emulsionante/ emolientes 

LB5 
Gel creme com natrosol 10% - 

modificação da técnica de manipulação 
LB14 Creme com óleo de castanha 1% 

LB6 Gel creme com aristoflex 1,5% LB15 Creme com manteiga de cupuaçu 2% 

LB7 Gel creme com natrosol 1% LB16 Creme com manteiga de  Karité 2% 

LB8 Gel creme com natrosol 3% LB17 Creme com manteiga de cupuaçu 1% 

LB9 Gel creme com natrosol 5% LB18 Creme com manteiga de cupuaçu 1% 
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4.7.4 Estabilidade Acelerada 

 Por conseguinte aos testes de Estabilidade Preliminar, os testes de estabilidade normal 

ou exploratório e também chamado de estabilidade acelerada têm duração aproximada de 90 

dias, podendo se estender por 6 meses ou até 1 ano, dependendo do produto (BRASIL, 2004). 

 As formulações foram preparadas em duplicatas para serem submetidas a temperaturas 

diferentes, uma preparação foi mantida em estufa a 37ºC (±2) e a outra em refrigerador a 5ºC 

(±2). O teste teve a duração de 90 dias, as amostras foram analisadas nos tempos: 0 e 24 h, no 

7º 15º, 30º, 60º e 90º dias, os parâmetros analisados foram as características organolépticas: 

cor, aspecto e odor, pH e densidade durante todo teste. A viscosidade foi analisada nos 

tempos 0 e 90, considerando a velocidade fixa em 0,5 rpm. 

 

4.7.5 Parâmetros avaliados no estudo de estabilidade 

4.7.5.1 Determinação do pH 

 Seguindo a metodologia descrita na Farmacopeia Brasileira 5ª ed (2010), após a 

calibração com solução tampão de pH 7,0 e 4,0, o eletrodo foi lavado com água e inserido 

diretamente na diluição aquosa 1:10 (p/v) das amostras homogeneizadas à temperatura de 25 

°C. 

 

4.7.5.2 Determinação da densidade relativa 

Seguindo a Farmacopeia Brasileira 5ª ed. (2010), foi utilizado o método do 

picnômetro, onde o mesmo foi pesado vazio e depois pesado com a amostra, após a remoção 

do excesso das substâncias se necessário. O picnômetro também foi pesado com água. Obtido 

o peso da amostra pela diferença da massa do picnômetro cheio e vazio, calculou-se a 

densidade relativa determinando a razão da amostra líquida e a massa da água, ambas a 20 ºC. 
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Geralmente para os semissólidos, a densidade relativa é determinada empregando-se 

picnômetro de metal. (BRASIL, 2008) 

 

4.7.6 Perfil reológico e determinação da viscosidade 

 O estudo preliminar do perfil reológico foi obtido com o equipamento Reômetro 

Brookfield modelo R/S +, utilizando o sensor placa 50,  taxa de cisalhamento de 1 a 100 s-1 e 

temperatura controlada à 25 ºC.  

A determinação da viscosidade pontual nas formulações foram obtida utilizando o 

Viscosímetro Rotacional Digital Brookfield, modelo DV-II +, spindle F e velocidade de 0,5 

rpm. 

 

4.7.7 Espalhabilidade 

A determinação da espalhabilidade foi realizada por método adaptado de 

BORGHETTI & KNOST (2006). Para determinação da espalhabilidade uma placa-molde 

circular de vidro (diâmetro = 20 cm; espessura = 0,3 cm), com orifício central de 1,3 cm de 

diâmetro, foi colocada sobre uma placa suporte de vidro (20 cm x 21 cm). Sob essa placa 

posicionou-se uma folha de papel milimetrado. Cada amostra analisada foi introduzida no 

orifício da placa e a superfície foi nivelada com espátula. Após, a placa-molde foi 

cuidadosamente retirada. Sobre a amostra foi colocada uma placa de vidro de peso pré-

determinado, aguardando o intervalo de um minuto cada. Após esse tempo foi calculada a 

superfície abrangida, através da medição do diâmetro em duas posições opostas, com auxílio 

da escala do papel milimetrado e régua.  

Este procedimento foi repetido acrescentando-se novas placas, em intervalos de um 

minuto, registrando-se a cada determinação a superfície abrangida pela amostra e o peso da 

placa adicionada até um número máximo de 10 placas. Os resultados foram expressos em 
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espalhabilidade (Ei) da amostra em função do peso aplicado, a temperatura ambiente, de 

acordo com a equação abaixo:  

Ei = d² x π/ 4 (10) 

Onde: Ei = espalhabilidade da amostra para peso (mm
2
); d = diâmetro médio (mm) 

A espalhabilidade máxima foi considerada como o ponto no qual a adição de peso não 

ocasionou alterações significativas nos valores da espalhabilidade, e o esforço limite 

corresponde ao peso que resulta na espalhabilidade máxima. 

 

4.8 Ensaios em cultura de células 

4.8.1 Citotoxicidade pelo ensaio do Alamar Blue  

 

O alamar blue, identificado como resazurina, é um indicador fluorescente/ 

colorimétrico com propriedades redox, que como ocorre com os sais de tetrazólio, reduz-se 

em células em proliferação. A forma oxidada é azul (não fluorescente/célula não viável) e a 

forma reduzida é rósea (fluorescente/célula viável). 

O teste do Alamar Blue foi realizado conforme metodologia descrita por AHMED e 

colaboradores (1994) com o intuito de se analisar a viabilidade celular em células da linhagem 

B16F10 após exposição por 72 h ao ESPN e formulação LB12 -3%. Em placa de 96 poços, 

células B16F10 foram semeadas na concentração de 1 x 10
4
 células por poço. Após 24 horas 

de incubação e aderência das células, as mesmas foram tratadas com diferentes concentrações 

das amostras. As concentrações testadas inicialmente nas células foram 12,5, 25, 50 e 100 

μg/mL.  

Passado o tempo de tratamento pretendido (72 h) foram adicionados 10μL da solução 

de uso de Alamar Blue (solução estoque 0,4% 1:20 em meio de cultura sem soro fetal 
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bovino),  ou seja, da resazurina na respectiva triplicata de tratamento. Como branco da reação 

foram lidos os poços com célula e extrato sem resazurina. O grupo controle recebeu no poço a 

mesma quantidade de DMSO da maior concentração do extrato. Após o tempo de 

metabolização da resazurina padronizado para cada tipo celular (3 h para B16F10) realizou-se 

a leitura da fluorescência. A viabilidade foi calculada conforme a fórmula abaixo: 

 (11) 

Onde:  ΔFt= (fluorescência da célula + meio + extrato + resazurina) - (fluorescência da célula 

+ meio + extrato). ΔFc= (fluorescência da célula + meio + DMSO + resazurina)-

(fluorescência da célula + meio + DMSO) 

 

4.8.2 Cultivo, estímulo da melanogênese e lise celular 

Em placas de petri 60 x 15 mm foram cultivadas células B16F10 na densidade de 

3x10
4
 células/mL num total de 5 mL. Após 24 horas de incubação em estufa de CO2, foi 

trocado o meio de cultivo por meio contendo Isobutilmetilxantina (IBMX) 25 µM, para 

estímulo da melanogênese na linhagem por 24 h. Decorridas as 24 h de estímulo, o meio foi 

substituído por meio contendo as soluções com a amostra de P. nitida a 50 µg/mL. Após 48 h 

de tratamento, as células foram coletadas, separadas para microtubos parte da suspensão de 

células contendo 1 x 10
6
 células, as quais foram usadas para a dosagem de melanina. O 

restante da suspensão de células foi lisada para obtenção de proteínas necessárias para o teste 

de atividade da tirosinase. Em ambas as soluções os pellets obtidos foram lavados com PBS e 

lisados com Triton-X 1 % contendo inibidor de proteases PMSF (Fenilmetilsulfonilflúor) 1%, 

centrifugando em seguida a 4 ºC, a 10000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante obtido foi 

separado para a avaliação da atividade da tirosinase.  
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4.8.3 Dosagem da melanina em B16F10 

Os pellets de B16F10 obtidos a partir de 1x10
6
 células foram solubilizados em NaOH 

1 N contendo 10 % de DMSO em banho seco a 95 ºC durante 1 hora. A absorbância das 

soluções de melanina obtidas foram mensuradas a 405 nm usando um leitor de placas de 

ELISA. A quantidade de teor de melanina foi calculada após comparação com uma curva 

padrão de melanina sintética (0 – 200 μg/mL). 

 

4.8.4 Atividade da tirosinase B16F10 

Após a lise celular e obtenção do sobrenadante, as proteínas foram quantificadas pelo 

método de Bradford. Após a quantificação, as proteínas obtidas foram diluídas em placas de 

96 poços para concentração final de 100 µg/mL. A absorbância inicial foi mensurada (A1) em 

475 nm. Em seguida foram adicionados 100 μL do reagente de cor L-DOPA (L-

diidroxifenilalanina) a 3mg/mL, procedendo-se imediatamente a leitura em leitor de micro 

placa. A placa foi incubada a 37 ºC e lida a cada 30 minutos durante 90 minutos, onde foi 

obtida a absorbância final (A2) mensurada no mesmo comprimento de onda da A1. A 

porcentagem de inibição da atividade da tirosinase foi calculada conforme indicado abaixo, 

onde A2= absorbância 2 e A1= absorbância 1. 

100
)(

)(
100(%)

12

12 





controleAA

amostraAA
Inibição

 (12)

 

 

4.9 Teor de Flavonoides Totais por espectrofotometria UV-Visível 

Seguindo a metodologia farmacopeica, a solução estoque foi preparada pesando 0,4g 

do ESPN / DV / formulação e colocando em um balão de fundo redondo de 50 mL. 

Adicionado 20 mL de etanol a 50 % (v/v), aquecido sob refluxo por 30 minutos. A mistura foi 
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filtrada para balão volumétrico de 50 mL utilizando algodão. O algodão retornou para o 

mesmo balão de refluxo, adicionou-se 20 mL de etanol a 50 % (v/v), e aqueceu-se em refluxo 

por 30 minutos. A solução foi filtrada, usando papel de filtro, para o balão volumétrico de 50 

mL, completando-se o volume com etanol a 50% (v/v). A solução amostra foi preparada com 

0,8 mL da solução estoque adicionada ao balão volumétrico de 10 mL, adicionou-se 0,8 ml de 

cloreto de alumínio 2% (p/v) em etanol a 50% (v/v), completando o volume com o mesmo 

solvente. O branco foi preparado sem o cloreto de alumínio. A leitura foi realizada em 397 

nm, 30 minutos após seu preparo, utilizando o branco para ajuste do zero. O teor de 

flavonoides totais foi calculado como apigenina, em porcentual (p/p), seguindo a equação 

abaixo: 

TFT = A x FD x 100/  E 1cm
1%

 x m x (100-PD) (13) 

Onde: A = Absorbância, FD = fator de diluição (625), E 1cm
1%

 = absortividade específica 

(365,3), m = massa da droga, PD = perda por dessecação (% p/p). 

 

4.10 Análise estatística 

Os resultados foram expressos como média e desvio padrão (DP). A análise estatística 

foi realizada utilizando ANOVA One Way e pelo teste t-Student. Os resultados foram 

considerados estatisticamente significantes quando p<0,05. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Caracterização da Droga Vegetal 

5.1.1 Análise granulométrica por tamisação 

 Pela análise do histograma (figura 6), verificamos que a maior parte das partículas 

encontra-se na faixa granulométrica entre 0,25 – 0,71 mm. Seguindo a classificação descrita 

na FB 5ª ed. (2010), o pó obtido pela moagem das folhas da P. nitida pode ser classificado 

como pó grosso, o qual se refere aquelas partículas que passam em sua totalidade pelo tamis 

de malha 1,70 mm e no máximo 40% pelo tamis de malha 0,35 mm. O tamanho médio das 

partículas da DV pulverizada foi de 0,5 ±0,087 mm (figura 6). 

 A avaliação granulométrica é um parâmetro importante a ser estabelecido, pois 

representa uma influência direta sobre a eficiência no processo extrativo (MIGLIATO et al., 

2007). Segundo SHARAPIN (2000), pós de natureza mais grossa são os mais recomendados 

para a maioria das DV, pois pós muito finos podem comprometer a extração (SHARAPIN, 

2000; FONSECA et al., 2010). Isto porque as partículas finas são mais coesivas que as 

partículas grosseiras, as quais são mais afetadas pelas forças gravitacionais (STANIFORTH, 

2005). 

Portanto, o pó obtido pela moagem das folhas da P. nitida apresentou resultado 

satisfatório com relação ao tamanho de partículas, ao estar compreendido na faixa de 1,70 a 

0,35 mm, é considerado um pó grosso, o que favorece a extração dos compostos ativos.  



64 
 

 

Figura 6 - Histograma da determinação granulométrica por tamisação (A)  e curva de passagem e retenção (B) 

 

5.1.2 Determinação da Perda por Dessecação  

 A média da perda por dessecação encontra-se na tabela 3, este resultado está em 

conformidade com a especificação de limite de umidade para DV (8 a 14%) estabelecida pela 

Farmacopeia Brasileira 4 ed. (1988).  

Como o teor de umidade é um importante parâmetro a ser avaliado quando se trabalha 

com plantas, já que o excesso de água residual pode permitir o desenvolvimento de fungos e 

bactérias, além de favorecer a ação de enzimas cuja atividade pode levar à degradação dos 

constituintes químicos (FONSECA et al., 2010). E a presença de excesso de água residual 

está relacionada diretamente com o correto armazenamento da matéria-prima (MIGLIATO et 

al., 2007). O resultado encontrado está dentro dos parâmetros estabelecidos, a perda de massa 

de aproximadamente 9% minimiza a contaminação microbiana e degradação química, além 

de demonstrar o correto armazenamento do material.   

Teste Média ± DP CV % 

Perda por Dessecação 9,08 ± 0,08 0,9 

Teor Extrativo 17,16 ± 0,05 0,32 

Teor de Cinzas Totais 5,43 ± 0,11 1,99 
 

Tabela 3 - Caracterização da Droga Vegetal das folhas da P. nitida 

      A           B     
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5.1.3 Teor de Extrativos 

 O resultado está descrito na tabela 3. Esta análise foi empregada como um ensaio 

auxiliar na caracterização físico-química da droga vegetal e está relacionada aos compostos 

hidrossolúveis presentes na matéria-prima, como açucares, aminoácido, heterosídeos 

flavonoídicos e outros (BARNI et al., 2008). Demonstra a eficiência da água como líquido 

extrator. 

 

5.1.4 Cinzas Totais 

 A determinação do teor de cinzas permite a verificação de impurezas inorgânicas não 

voláteis que podem estar presentes como contaminantes (BARNI et al., 2008). O resultado 

encontrado para teor de cinzas está na tabela 3. Utilizando como referência a Farmacopeia 

Brasileira 5. Ed. (2010) que estabelece o limite máximo de 10% para cinzas totais para a P. 

alata e P. edulis. O resultado menor que 10% para a P. nitida é um bom resultado, pois 

quanto mais baixo o resultado, menor a quantidade de contaminantes inorgânicos não voláteis 

presentes na amostra. 

 

5.1.5 Triagem Fitoquímica 

 Os resultados da triagem fitoquímica estão descritos na tabela 4. Na triagem 

fitoquímica da P. nitida os compostos positivos encontrados foram: fortemente positivo para 

os heterosídeos flavônicos, positivos para fenóis, cumarianas, saponinas e taninos. O 

resultado está de acordo com os compostos encontrados em outras espécies do gênero 

Passiflora descritos na literatura (DHAWAN, 2004; RUDNICK, 2007; SILVA, 2012). 
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GRUPO QUÍMICO RESULTADOS 

ALCALÓIDES - 

ÁCIDOS ORGÂNICOS + 

FENÓIS ++ 

HETEROSÍDEOS FLAVÔNICOS +++ 

Reação de Taubock ou Oxalato-bórica +++ 

Reação de Shinoda ++ 

Reação de Pacheco +++ 

CUMARINAS ++ 

ANTRAQUINONA - 

ESTERÓIS + 

TRITERPENOS - 

Heterosídeos Antociânicos - 

Heterosídeos Saponínicos ++ 

Heterosídeos Cianogenéticos + 

Gomas, taninos e mucilagens ++ 

Pesquisa de taninos ++ 

Pesquisa de aminogrupos - 

Pesquisa de ácidos voláteis + 

Pesquisa de ácidos fixos ++ 

+ Positivo fraco/ ++ Positivo/ +++ Fortemente Positivo/ - Negativo 

 

Tabela 4 - Triagem fitoquímica da droga vegetal das folhas da P. nitida 

 

5.2 Caracterização da solução extrativa a 7,5% 

 A solução extrativa é um líquido de cor marrom, com valor médio de pH de 5,56 

(±0,02), densidade relativa de 0,9851 g/mL (±0,0001) e densidade absoluta 0,9845 g/mL, a 

condutividade foi de 83 mV (±0,82) e resíduo seco de 1,12% (±0,02). A caracterização foi 

realizada em triplicata. 
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5.3 Caracterização do ESPN 

5.3.1 Análise de distribuição de tamanho de partícula por espalhamento de luz 

(granulometria a laser)  

 A faixa de distribuição granulométrica, a porcentagem de retenção e o tamanho médio 

de partículas do ESPN a 5 / 7,5 e 10 (relação droga-solvente) estão dispostos na tabela 5.  

Amostras 

Distribuição do 

tamanho de 

partículas 

Percentual 

de 

Retenção 

Tamanho 

médio de 

Partículas 

Área 

Superficial 

Diâmetro dos 

Poros 

ESPN 5  95% ≤ 77,77 μm 81% 27,35 μm 2,5 m²/g 226,5 Å 

ESPN 7,5  95% ≤ 59,74 μm 78% 25,06 μm 2,74 m²/g 225,3 Å 

ESPN 10  95% ≤ 229,6 μm 54% 37,68 μm 2,35 m²/g 221 Å 
 

Tabela 5 - Caracterização das partículas do extrato seco de P. nitida 

 

Conforme o tamanho médio de partículas encontrado, o ESPN classifica-se como pó 

finíssimo, de acordo com a classificação dos pós pela Farmacopeia Brasileira 5 ed (2010), ou 

seja, é aquele que passa totalmente pelo tamis de abertura nominal de malha 125 μm.. 

A redução no tamanho de partículas é desejável, pois influencia em diversos fatores 

como velocidade de dissolução, uniformidade de conteúdo, estabilidade. E para formulações 

de uso tópico a redução evita a sensação arenosa. (ALLEN, 2007; YORK, 2005). O menor 

tamanho de partícula foi encontrado no ESPN 7,5. 

 

5.3.2 Área superficial específica e diâmetro dos poros (SBET) 

Os resultados estão descritos na tabela 5. A literatura descreve que a redução do 

tamanho de partículas conduz a um aumento da superfície específica do pó (ALLEN, 2007; 

YORK, 2005), fazendo a correlação dos resultados da área superficial específica de 2,5 m²/g, 

2,74 m²/g, 2,35 m²/g, com o diâmetro dos poros de 226,5 Å, 225,3 Å e 221 Å, e com o 
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resultado encontrado na granulometria a laser de pó finíssimo, as três concentrações de ESPN 

apresentaram uma elevada área superficial específica e poros do tipo mesoporos.  

A porosidade de um material determina propriedades físico-químicas importantes 

como adsorção, resistência mecânica, característica de dissolução, molhabilidade 

(SCHOONMAN et al., 2001; PORTE et al., 2011). O ESPN apresentou bom resultado quanto 

a porosidade, pois é interessante para um extrato seco, em pré-formulação ou em formulação, 

que a porosidade esteja na faixa de 20 – 500 Å, que é a classificação de mesoporos, por 

conferir aumento da área superficial específica, maior coesão entre as partículas e 

molhabilidade, características importantes a serem consideradas na etapa de desenvolvimento 

das formulações. 

 

5.3.3 Análise de fluorescência de raios-X por dispersão de ondas (WDXRF) 

Muitos dos nutrientes encontrados nas plantas são absorvidos do solo, dentre estes 

podem existir metais pesados ou outros elementos que causem doenças ou toxicidade, desta 

forma, para garantir o uso seguro de uma matéria-prima vegetal a identificação e 

quantificação dos elementos presentes é de grande importância. (RUDIGER et al., 2009) 

 Utilizando a técnica de fluorescência de raios-X por dispersão de ondas é possível 

analisar e identificar vários elementos de forma rápida. Em todas as três concentrações 

analisadas do ESPN foram encontrados os elementos químicos Ca, K, Cl, S, P, Si, Mg, Na e 

Br, provavelmente originais do solo do qual foi retirada a planta. Esperava-se que as 

concentrações dos elementos aumentassem com o aumento da concentração do extrato. Mas 

pode-se perceber claramente, na tabela 6, que o extrato de 7,5 % apresenta uma concentração 

maior dos elementos observados.  

Acredita-se que este fato esteja relacionado com a relação droga-solvente que na 

concentração 7,5% promove melhor extração. Outros dados apresentados neste trabalho, tais 
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como: granulometria a laser, teor de fenóis e flavonoides, demonstram o mesmo padrão de 

comportamento, corroborando com os dados de WDXRF. Assim, podemos observar que a 

concentração de 7,5 % pode ser considerada como importante para a extração. 

 

Tabela 6 - Concentração dos Elementos Químicos no extrato seco de P. nitida obtidos por WDXRF 

 

5.3.4 Calorimetria exploratória diferencial ou DSC 

 A curva DSC do ESPN 5 % apresentou quatro eventos térmicos (figura 7), o primeiro 

associado à perda de água, o segundo e o terceiro relacionado à decomposição térmica e o 

quarto evento associado à eliminação do material carbonáceo, estes resultados podem ser 

confirmados pelo TG que apresenta quatro eventos de perda de massa. Já o ESPN 10% 

apresentou eventos endotérmicos bem definidos entre 25 ºC e 200 ºC, os quais podem ser 

confirmados nas curvas de TG/DTG. 

Na curva DSC do ESPN 7,5 % observamos dois eventos endotérmicos, o primeiro 

entre 25 ºC e 100 ºC e o outro acima de 400 ºC. Mas, a curva TG/DTG do ESPN 7,5 % 

mostrou quatro eventos de perda de massa. Desta maneira, os dois eventos intermediário, na 

curva DSC do ESPN 7,5 %, são uma junção de eventos endotérmicos e exotérmicos, o que 

impossibilita a observação clara das mudanças ocorridas na linha de base. 

 

 

Elementos 

% m/m 

ESPN 5 % ESPN 7,5 % ESPN 10 % 

Ca 0.00366 0.01207 0.005 

K 0.03364 0.06786 0.04016 

Cl 0.01355 0.0273 0.01933 

S 0.01166 0.02064 0.01409 

F 0.00491 0.00851 0.00609 

Si 0.00045 0.00126 0.00062 

Mg 0.02015 0.02762 0.01586 

Na 0.0003 0.00045 0.00023 

Br 0.00081 0.00162 0.00134 
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Figura 7 - DSC do extrato seco de P. nitida sob atmosfera de ar sintético (50mL.min
-1

) e taxa de aquecimento de 

10 ˚C.min
-1  

 

5.3.5 Termogravimetria (TG e DTG) 

 As curvas TG/DTG das três concentrações estudadas do ESPN (figura 8) 

evidenciaram quatro eventos de perda de massa, o primeiro evento ocorreu entre 25 e 150ºC e 

é atribuído à perda de água superficial, este resultado está de acordo com os eventos 

endotérmicos apresentado na curva do DSC. É possível observar mais três eventos térmicos 

na curva TG/DTG, após a desidratação. O primeiro está associado à decomposição térmica de 

compostos orgânicos e ocorre entre 150 e 400 ºC. Entre 400 e 600 ºC ocorre a segunda etapa 

da decomposição térmica com a formação de material carbonáceo. O último evento ocorre 

acima de 600 ºC e está relacionado à eliminação do material carbonáceo formado na etapa 

anterior. Contudo, há uma diferença na curva do ESPN 10 %, ela apresenta uma derivada 

tendendo a zero devido à eliminação contínua de produtos de decomposição. 
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Figura 8 - TG e DTG do extrato seco de P. nitida sob atmosfera de ar sintético (50mL.min
-1

) e taxa de 

aquecimento de 10 ˚C.min
-1

 

 

5.3.6 Resíduo Seco do ESPN 7,5 

 A média do resíduo seco foi de 94,24±0,14, ficando um pouco abaixo da especificação 

farmacopeica que é de 95%. O uso de adjuvante de secagem pode auxiliar na melhora deste 

resultado.  

 

5.3.7 Determinação de Teor de Fenóis e Flavonóides Totais 

 Na tabela 7 constam os resultados obtidos para o teor de fenóis e flavonoides totais, 

realizando o comparativo entre as concentrações do extrato seco o que apresentou melhores 

resultados foi o ESPN 7,5 % tanto para fenóis como para flavonoides totais, entretanto, a 

diferença entre os extratos secos não é significativa, na análise estatística pelo ANOVA, p > 

0,05 tanto para o teor de fenóis como para o de flavonoides. É interessante também observar 

que o fato de se aumentar a concentração da droga vegetal não significa necessariamente que 

teremos um extrato seco com maior quantidade de fenóis e flavonoides. O resultado 
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encontrado para o ESPN 10 % comprova essa afirmação, uma vez que os teores foram 

inferiores quando comparados com os extratos a 5 % e 7,5 %. Isso acontece devido à 

saturação do meio durante o processo de extração. 

TESTES ESPN %    PADRÃO 

 

5% DP 7,5% DP 10% DP Ac. Ascórbioc 

Fenois (%) 16,7 0,35 18,9 2,62 17,9 1,78 

 Flavonóides (%) 3,3 0,67 4,1 0,47 3,9 0,54 

 CI50 (µg/mL) DPPH 23,5 0,66 31,5 3,75 25,9 1,65 2,7 

CI50 (µg/mL) ABTS 14,9 0,23 21,8 1,69 20,4 2,45 4,8 
 

Tabela 7 - Estudo da atividade antioxidante in vitro no extrato seco de P. nitida 

 

5.3.8 Determinação da Atividade Antioxidante – DPPH e ABTS 

 Na tabela 7 encontramos os resultados da atividade antioxidante dos ESPN. O estudo 

mostra que existe uma atividade antioxidante. Porém, quando comparado ao ácido ascórbico, 

utilizado como padrão, os resultados do ESPN foram ± 10 vezes maior para DPPH e ± 5 

vezes maior para ABTS. Entretanto, a atividade antioxidante encontrada no ESPN foi muito 

boa, em relação aos valores relatados para outras espécies do gênero Passiflora, por exemplo, 

artigos relatam que a P. edulis apresenta DPPH entre 875 e 1100 µg/mL e a P. incarnata entre 

76 a 282 µg/mL (SILVA et al., 2012; ZHANG et al., 2013). No estudo realizado por Bendini 

et al. (2006) a P. nitida apresentou uma boa atividade antioxidante em relação a outras 

espécies de passiflora estudadas. 

A atividade antioxidante da P. nitida possivelmente está relacionada aos fenóis e 

flavonoides presentes em sua composição. Os compostos fenólicos são usualmente 

correlacionados a atividade antioxidante devido, sua propriedade de doar hidrogênios 

permitindo uma varredura nos radicais livres (YILMAZ et al., 2013). Os flavonoides são 

compostos fenólicos polihidroxilados que têm a propriedade antioxidante de eliminação dos 

radicais livres e ação quelante de metais, além de promover a inibição de várias enzimas 

(ZIAULLAH et al., 2013). Trabalhos anteriores já demonstraram a atividade antioxidante de 
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alguns flavonoides como orientina,  isoorientina, vitexina, isovitexina e outros, usando 

CLAE em associação aos resultados das análises de DPPH (DEMIRKIRAN et al., 2013; 

YAO et al., 2012). 

 

5.3.9 Avaliação da inibição da tirosinase  

 Na avaliação da inibição da tirosinase as CI50 (concentração inibitória média) 

encontradas para as concentrações de ESPN de 5; 7,5 e 10 % foram de: 654,4; 436,9; 400,1 

µg/mL (figura 9), o resultado do padrão que é o ácido kójico foi de 1,0 ±0,1 µg/mL. Mesmo 

com a diferença entre o padrão e o extrato é certo que o ESPN apresenta atividade inibidora 

da tirosinase. Esta atividade está provavelmente relacionada aos flavonoides. O modo de 

inibição da tirosinase pelos flavonoides é, geralmente, uma inibição competitiva na oxidação 

da L-DOPA. Os flavonoides são os metabólitos secundários de plantas mais investigado que 

mostram inibição da tirosinase, por exemplo, a quercetina, a vitexina e isovitexina já possuem 

estudos mostrando essa atividade (TEIXEIRA et al., 2013; ZIAULLAH et al., 2013; YAO et 

al., 2011; CHANG, 2009).  

 

Figura 9 - Avaliação de inibição da tirosinase o extrato seco de P.nitida a 7,5% e do padrão ácido kójico 
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5.3.10 Atividade Quelante ESPN 7,5 

 O ensaio apresentou resultados negativos para o ESPN, média de -68% de atividade 

quelante, enquanto o padrão utilizado, EDTA, apresentou média de 99% de atividade 

quelante. Desta forma, o ESPN não apresentou atividade quelante. 

  

5.3.11 Potencial Redutor ESPN 7,5 

 Substâncias com potencial redutor reagem com o ferricianeto de potássio (F3+) para 

ferrocianeto de potássio (F2+) na presença do cloreto férrico, quanto maior o valor de 

absorbância, maior o potencial de redução (SINGHAL et al., 2014). O resultado representado 

na figura 10 demonstra que o potencial redutor existe no ESPN 7,5, mas é dose-dependente, 

pois os melhores resultados apresentados foram para as maiores concentrações, como na de 

1000 µg/mL em que o potencial redutor foi de 29,7%, enquanto que o padrão apresenta um 

potencial redutor de 59,6% na concentração de 50 µg/mL. 

 
 

 

Figura 10 - Gráfico do potencial redutor em concentrações diferentes do ESPN 7,5 
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5.4 Desenvolvimento e estudo de estabilidade das formulações 

  5.4.1 Desenvolvimento das bases, incorporação do extrato e pré-estabilidade. 

 A atividade antioxidante e de inibição da tirosinase in vitro no ESPN despertou o 

interesse no desenvolvimento de uma formulação tópica de uso cosmético para beneficiar a 

pele envelhecida, auxiliando no rejuvenescimento e clareamento da pele. 

 Na busca de uma base semissólida hidratante, estável, com aspecto cremoso, boa 

espalhabilidade e sensação ao tato de toque seco, correspondente a uma rápida absorção, 

foram pesquisadas e manipuladas formulações do tipo creme, gel creme e creme gel.  

A ideia de associar o creme e o gel foi buscar a estabilidade da rede entrelaçada, que 

confere a estrutura rígida dos géis e associar a alta viscosidade das emulsões, juntamente com 

seu aspecto cremoso e o poder de hidratação (BARRY, 2005). 

Para o desenvolvimento dessas bases foram utilizadas como referência algumas 

literaturas que descrevem formulações como BATISTUZZO et al., 2002;  CAMPOS et al., 

1999; LEONARDI, 2004; DANDOLINI et al., 2008). As formulações encontradas foram 

reproduzidas e modificações como: alterações nas proporções dos agentes emulsionantes, 

polímeros, emolientes e umectantes foram realizadas a fim de melhorar o aspecto das 

formulações.  

As matérias-primas utilizadas no desenvolvimento das bases estão relacionadas na 

tabela 1. Dezoito formulações de bases foram testadas e após 24h foram analisadas quanto às 

características organolépticas: aspecto, cor e odor e quanto ao pH.  

A partir desta avaliação, sete bases foram reprovadas, pois apresentaram 

características indesejáveis: aspecto sólido esfarelado (figura 11) ou aspecto de viscosidade 

muito elevada, compatível com os aspectos de uma pomada (figuras 12). Destas bases, seis 

continham hidroxietilcelulose em diferentes concentrações, porém quanto maior a 

concentração da hidroxietilcelulose, pior foram os resultados finais em relação ao aspecto. 
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Figura 11 – Aspecto esfarelado da base LB10                          Figura 12 - Aspecto de pomada da base LB9 
FONTE: Autora                                                                         FONTE: Autora 

 

            As onze bases aprovadas seguiram para a etapa de incorporação do ESPN 7,5 e dos 

adjuvantes. A concentração inicial do ESPN 7,5 foi de 1 %, os adjuvantes utilizados foram: 

ácido láctico 1%, ácido glicólico 1 e 2%, vitamina A 0,01% e vitamina E 0,5%. A finalidade 

do uso dos adjuvantes foi de melhorar a ação hidratante, rejuvenescedora e clareadora da pele 

da formulação, como ocorre em outros produtos disponíveis no mercado, mas com um 

diferencial de possuir um ativo vegetal de origem amazônica. 

  Ao final da etapa de incorporação, sempre iniciando com a incorporação do ESPN 7,5 

e depois de cada adjuvante, foram observadas as ocorrências de instabilidades. Nesta etapa 

algumas bases foram reprovadas logo após incorporação ou do ativo ou de alguns dos 

adjuvantes, pela quebra das fases, com a adição a formulação perdeu seu aspecto original 

ficando líquida em decorrência de incompatibilidade entre os excipientes.  

Realizado a etapa da incorporação, as bases estáveis foram submetidas ao teste de pré-

estabilidade. Inicialmente, o teste foi realizado em nove bases LB1, LB3, LB12, LB 13, LB 

14, LB15, LB 16, LB17 e LB 18 com os adjuvantes e ESPN de 1%. As formulações que se 

mantiveram estáveis após o teste de pré-estabilidade (figura 13), seguiram para a incorporação 

de concentrações mais elevadas de ESPN 7,5 (1,5 até 4 %) em associações com os adjuvantes. 
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Figura 13- Demonstração de fórmulas estáveis após o teste de centrifugação 

FONTE: Autora 

Assim, foram testadas 84 formulações formadas pelas combinações a seguir:  

- Base + ESPN + Ácido Glicólico + Vitamina E  

- Base + ESPN + Ácido Lático + Vitamina E  

- Base + ESPN + Vitamina A + Vitamina E  

- Base + ESPN + Todos os Adjuvantes 

- além da variação na concentração do ESPN (1,5 a 4%) 

   

As bases reprovada apresentaram separação das fases após centrifugação, ficando 

clara a formação de uma fase líquida (figura 14). O teste de centrifugação representa uma 

situação de estresse para a amostra, tem por finalidade aumentar abruptamente a força da 

gravidade, aumentando a movimentação das partículas, e gerar condição favorável para se 

observar uma possível instabilidade (BRASIL, 2004).  

 

Figura 14- Demonstração de instabilidade nas formulações após o teste da centrifugação 

FONTE: Autora 
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   Após o teste de centrifugação apenas quatro formulações mostraram estabilidade ao 

associar o ESPN e os quatro adjuvantes, foram elas: LB12 com 1,5 % de ESPN 7,5 e todos os 

adjuvantes, LB12 com 3 % de ESPN 7,5 e todos os adjuvantes, LB16 com 1,5 % de ESPN 7,5 

e LB 17 com 1,5 % de ESPN7,5 e todos os adjuvantes. A base LB 12 é um gel creme 

formulado com o Aristoflex AVC
®
 (Co-polímero acriloildimetiltaurato, vinilpirrolidona e 

amônio) e tem como agente emulsionante a cera auto emulsionante não iônica Polawax
®
 

(Álcool cetoestearílico/Monoestearato de sorbitano etoxilado). As bases LB 16 e LB 17 são 

formulações do tipo creme que contém em sua formulação os agentes emulsionantes 

Monoestearato de Glicerila, álcool ceto estearílico 30:70 e o álcool ceto estearílico etoxilado 

20 OE, a diferença entre essas duas bases cremosa é o uso da manteiga de Karité na LB16 e 

da manteiga de Cupuaçu na LB17. 

 

5.4.2 Estabilidade Preliminar 

As formulações que passaram no teste de centrifugação foram submetidas aos Estudos 

de Estabilidade preliminar e passaram a ser identificadas de maneira mais simples por LB12 

1%; LB12 3%; LB16 1,5 % e LB17 1,5 %. O estudo foi realizado em seis ciclos alternados de 

aquecimento e refrigeração, com controle de qualidade diário, em relação às características 

organolépticas (aspecto, cor e odor) e físico-químicas (pH, densidade relativa). 

 Ao longo dos 12 dias não houve grandes alterações em relação às características 

organolépticas das formulações (tabela 8), alertando-se apenas para o fato de que a LB 16 e 

LB 17 apresentaram algumas vezes determinada liberação de líquido. Entretanto, em relação 

ao aspecto, pequenas alterações ocorridas em variações extremas de temperatura são 

aceitáveis (BRASIL, 2004). Uma pequena intensificação no odor, nas formulações com maior 

concentração do ESPN, ocorreu nos dois últimos dias do teste, mudança aceitável em função 

da temperatura elevada (BRASIL, 2004). 



79 
 

 

Tabela 8 - Determinação subjetiva das características organolépticas durante a Estabilidade Preliminar 

Legendas: Aspecto: (N) Normal, sem alteração; (LS) Levemente separado/precipitado/turvo; (S) 

Separado/precipitado/turvo; Cor e odor: (N) Normal, sem alteração; (LM) Levemente modificado; (M) 

modificado; (IM) Intensamente modificado. 

 

Em relação ao pH, houve uma redução ao longo dos doze dias (figura 15), tornando as 

formulações mais ácidas, entretanto essas oscilações foram aceitáveis, pois se mantiveram 

dentro da faixa preestabelecida e desejável (4,0 a 5,0), esta faixa foi definida com base no pH 

levemente ácido da pele, entre 4,6 a 5,8, com a finalidade de  evitar grandes alterações no pH 

cutâneo, o que deixaria a pele mais exposta as agressões externas (RODRIGUES, 1995; 

LEONARDI et al., 2002),  e nas recomendações técnicas para utilização de alfa-hidroxiácidos 

em produtos cosméticos, descritas no Parecer Técnico nº 7 da Câmara Técnica da ANVISA 

(2006). 

LB 

Característica

s 

organolépticas 

DIAS DO TESTE 

1º 2º 3º 4º 5º 6º 7º 8º 9º 10º 11º 12º 

B 12 

1% 

Aspecto N N N N N N N N N N N N 

Cor N N N N N N N N N N N N 

Odor N N N N N N N N N N N N 

B 12 

3% 

Aspecto N N N N N N N N N N N N 

Cor N N N N N N N N N N N N 

Odor N N N N N N N N N N LM LM 

B 16 

Aspecto LS LS LS LS LS LS LS LS N N N LS 

Cor N N N N N N N N N N N N 

Odor N N N N N N N N N N LM LM 

B 17 

Aspecto LS LS LS LS LS LS LS N N N N N 

Cor N N N N N N N N N N N N 

Odor N N N N N N N N N N LM LM 
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Figura 15- Determinação do pH das formulações na estabilidade preliminar 

 

Quanto à densidade relativa deve-se ressaltar que densidade relativa é representada 

pela relação entre a densidade absoluta de uma substância e a densidade absoluta de outra 

substância estabelecida como padrão, no caso, a água. No caso de líquidos ou semissólidos 

pode indicar a incorporação de ar ou a perda de ingredientes voláteis (BRASIL, 2004). 

Portanto, grandes mudanças nesse parâmetro significa assimilação de ar externo e/ou evasão 

de substâncias voláteis.  

Todas as formulações-testes tiveram um padrão de comportamento quanto ao 

parâmetro densidade (figura 16), aumentando a cada dia ao longo dos 12 dias de teste. As 

formulações LB 12 apresentaram mudanças de densidade de 6 % e 8,8 %, respectivamente, 

diferente das LB 16 e LB 17 que apresentaram praticamente o mesmo comportamento e com 

menores mudanças, em torno de 2,5 %.  

É provável que a variação maior da densidade das formulações LB12 seja por se tratar 

de formulações do tipo gel creme, desta maneira, formam uma rede de entrelaçamento por 

conta do polímero, possibilitando a incorporação de ar com o movimento de batidas 
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necessárias para acomodação do produto no picnômetro. Tais valores de variações são 

aceitáveis e estão dentro do limite-padrão, pois foram inferiores a 10%, de acordo com 

ISAAC et al. (2008). Ainda nesse estudo, foi relevado que alterações acima de 20% sugerem 

grande possibilidade de surgimento de sinais de instabilidade. 

 
 

Figura 16 - Determinação da densidade relativa das formulações na estabilidade preliminar 

Legenda: Densidade relativa  

 

 

 

5.4.3 Estabilidade Acelerada  

Como as quatro formulações passaram na estabilidade preliminar, o estudo de 

estabilidade acelerada seguiu com a finalidade de definir uma formulação estável para ser a 

formulação final do trabalho e estimar o prazo de validade. 

O pH é um parâmetro de importante avaliação, pois sua alteração pode provocar 

modificações nas características físico-químicas do ativo e na estabilidade das formulações, 

comprometendo a segurança e eficácia do produto (BUGNOTTO et al., 2006). As quatro 

formulações apresentaram diminuição do pH ao final do estudo como representado na figura 
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17, mas mantendo-se dentro da faixa esperada (entre 4 e 5), esta variação quando analisada 

pelo ANOVA não demostrou significância (p > 0,05).  

 
 

Figura 17 - Determinação do pH das formulações no estudo de estabilidade acelerada  

Legenda: G= geladeira; E= estufa 

 

A densidade relativa aumentou ao longo do estudo, as variações tanto da densidade 

como do pH  foram maiores nas bases LB12 1 % e LB12 3 % do que na LB16 1,5 % e LB17 

1,5 % (figura 18), entretanto dentro do limite de 10% de variação estabelecido(ISAAC et al., 

2008). Na análise estatística pelo ANOVA a variação da densidade apresentou p>0,05, não 

sendo significante.  
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Figura 18 – Determinação da densidade relativa das formulações no estudo de estabilidade acelerada 

Legenda: G= geladeira; E= estufa 

 

As formulações desenvolvidas apresentam um aspecto muito viscoso e ao testá-las no 

Viscosímetro Rotacional Digital Brookfield, modelo DV-II +, as formulações LB12 -1 e 3 %, 

apresentaram leitura apenas com o spindle F e só nas duas primeiras velocidades 0,5 e 1 rpm. 

As formulações LB16 e LB17, ambas com 1,5 % de ESPN 7,5 apresentaram leituras em mais 

velocidades, mas como a finalidade era estabelecer um padrão de comparação entre as quatro 

formulações, a viscosidade foi medida de forma pontual, na velocidade de 0,5 RPM nos 

tempos zero e 90.  
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Observando a tabela 9, a viscosidade, aumentou em todas as formulações, sendo o 

aumento maior nas condições de baixa temperatura (±5 ºC). Nas formulações LB16 e LB 17 o 

aumento foi um pouco mais elevado que nas formulações LB12. 

Formulações 
Viscosidade Inicial 

(cP) 

Viscosidade Final em 

Geladeira (cP) 

Viscosidade Final em 

Estufa (cP) 

LB12 1 % 7510 11949 10474 

LB12 3 % 7830 11987 8830 

LB16 1,5 % 6779 12069 12009 

LB17 1,5 % 6623 12071 11548 
 

Tabela 9 - Valores da viscosidade das formulações durante a estabilidade acelerada 

 

As amostras foram avaliadas de maneira subjetiva quanto às características 

organolépticas (tabela 10). No tempo zero as formulações LB 12 1 e 3% apresentaram um 

aspecto de gel cremoso homogêneo e brilhoso de cor bege a LB12 1% e marrom a LB 12 3%, 

ambas com odor característico da essência utilizada. A LB16 1,5% e LB 17 1,5% 

apresentaram no tempo zero um aspecto cremoso, homogêneo e brilhoso, de cor marrom claro 

e odor característico da essência. 
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Aspecto 

Amostra T 1 T 7 T 15 T 30 T 60 T 90 

B12 + 1,5% - G N N N N N N 
B12 + 1,5% - E N N N N N LA 
B12 + 3% - G N N N N N N 
B12 + 3% - E N N N N N LA 
B16 + 1,5% - G LA LA LA LA A A 
B16 + 1,5% - E LA LA LA LA LA A 
B17 + 1,5% - G N LA LA LA LA N 
B17 + 1,5% - E N LA LA LA LA LA 

Cor 

Amostra T 1 T 7 T 15 T 30 T 60 T 90 

B12 + 1,5% - G N N N N N N 
B12 + 1,5% - E N N N N LM LM 
B12 + 3% - G N N N N N N 
B12 + 3% - E N N N LM LM M 
B16 + 1,5% - G N N N N N N 
B16 + 1,5% - E N N N LM LM LM 
B17 + 1,5% - G N N N N N N 
B17 + 1,5% - E N N N N LM LM 

Odor 

Amostra T 1 T 7 T 15 T 30 T 60 T 90 

B12 + 1,5% - G N N N N N N 
B12 + 1,5% - E N N N N N LA 
B12 + 3% - G N N N N N N 
B12 + 3% - E N N N N N A 
B16 + 1,5% - G N N N N N N 
B16 + 1,5% - E N N N N N LA 
B17 + 1,5% - G N N N N N N 
B17 + 1,5% - E N N N N N LA 

 

Tabela 10 – Avaliação subjetiva das características organolépticas no estudo de estabilidade acelerada 

Legenda: T=tempo; G = Armazenada em Geladeira; E= Armazenada em Estufa; N= normal; LA= levemente 

alterado; A= Alterado; LM= levemente modificado; M= modificado; I= intensamente modificado 

 

Ao final dos 90 dias do estudo de estabilidade as formulações LB12 -1 e 3 % 

apresentaram leve alteração no aspecto aparentando mais viscosidade e menos brilho, a LB12-

3 % apresentou moderada alteração, com intensificação cor e odor no terceiro mês de análise, 

entretanto, por ter ocorrido na formulação com maior quantidade de extrato, no último dia da 

avaliação e de maneira moderada, as variações foram aceitáveis.  

Enquanto que as formulações LB16 e LB17, ao final do estudo foram reprovadas nas 

características organolépticas de aspecto, pois ao longo dos 90 dias apresentaram separação de 

um líquido, inicialmente, em pouca quantidade, mas ao final do estudo a quantidade de 

líquido liberado aumentou. Lembrando que na estabilidade preliminar a separação de uma 

pequena quantidade de líquido foi observada nestas formulações, em alguns dias analisados, 

esta permanência ao longo do estudo demonstra a instabilidade do produto.  
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 É possível que a instabilidade tenha ocorrido entre os excipientes que compõem a 

base da emulsão com a quantidade elevada de trietanolamina utilizada para o ajuste do pH. O 

hidróxido de sódio foi testado durante a fase de desenvolvimento para a correção de pH, mas 

provocou quebra imediata das fases,  o que não ocorreu com a adição da trietanolamina no 

primeiro momento, por isso a escolha do seu uso.  

Com a exclusão das formulações em creme LB16 e LB17 com 1,5 % de ESPN, a 

escolha da formulação ficou entre as formulações do tipo em gel creme LB12 1 e 3% de 

ESPN. Como a LB12 -3% tem maior concentração do ESPN e a LB12 1% apresentou uma 

variação maior na determinação do pH e na densidade. A formulação selecionada foi a LB12 -

3%, um gel creme com 3% de ESPN (figura 19).  

  

 
 

Figura 19 – Formulação selecionada na estabilidade acelerada – LB12 3% 

FONTE: Autora 

 

  

5.4.4 Reologia da LB12 com 3% do ESPN 7,5 

A figura 20 representa o reograma da LB12 3%, podemos verificar que não há um 

comportamento linear da viscosidade em relação à tensão de cisalhamento (shear stress) e a 

taxa de cisalhamento (shear rate), e que a viscosidade sofre alterações com o aumento da 

força de cisalhamento, característica de um fluído não-newtoniano. 
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Figura 20- Reograma da formulação LB12 3%.  

Legenda: Viscosidade versus taxa de cisalhamento em azul. Tensão de cisalhamento versus taxa de cisalhamento 

em vermelho. 

 

Ao relacionar a viscosidade com a taxa de cisalhamento, a viscosidade diminui com o 

aumento da taxa de cisalhamento, sendo este um comportamento específico do fluxo 

pseudoplástico. No reograma (curva em vermelho) é possível observar um comportamento 

pseudoplástico com valor de cedência, ou seja, no início há certa dificuldade na deformação 

do produto com o aumento lento da tensão de cisalhamento, provocando uma ruptura da 

estrutura dimensional, a uma dada aplicação de força (tensão) as moléculas se alinham na 

direção do fluxo e o material flui facilmente com o aumento do cisalhamento.  

Pelo reograma (figura 21) também é possível observar o comportamento tixotrópico 

com a formação de histerese, área entre a as curvas ascendentes e descendentes.  

 

Figura 21 – Comportamento tixotrópico o gel creme LB12 3% 
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 A formulação apresenta o comportamento desejável para uma formulação semissólida, 

um perfil reológico pseudoplástico com tixotropia. O comportamento pseudoplástico no 

produto mostra que com aplicação de uma força, a resistência inicial da formulação em fluir 

diminui, facilitando a sua aplicação. E o comportamento tixotrópico também está relacionado 

com a diminuição da viscosidade, facilitando a aplicação do produto, ao promover o retorno 

parcial da viscosidade, permite que o produto não escorra quando a força aplicada para 

espalhar o produto na pele for interrompida (WOOD, 2001; MILAN et al., 2007) 

 

5.4.5 Espalhabilidade da LB12 com 3% do ESPN 7,5 

 Juntamente com a viscosidade, a determinação da espalhabilidade serve para avaliar 

alterações nas características reológicas da formulação durante o estudo.  o caso de 

semissólidos de uso tópico, a quantificação desse par metro   importante para definir e 

acompanhar modificações na capacidade que a formulação tem de se espalhar ou abranger 

determinada área, o que pode facilitar ou dificultar sua aplicação, além disso, o consumidor 

ao escolher um produto de uso tópico leva em consideração o seu aspecto, a sensação ao tato 

e a boa espalhabilidade (BUGNOTTO et al., 2006; BORELLA et al., 2010) 

Na formulação LB12 3% a espalhabilidade máxima foi de 1135 mm² e o esforço 

limite foi de 1037,5g, isto significa que a soma do peso das placas promoveu uma expansão 

de quase três vezes a área inicial, como está representado na figura 22.  

Pela literatura é possível observar que os cremes costumam apresentar maiores valores 

de espalhabilidade e chegam a uma espalhabilidade final 3 a 5 vezes maior que a inicial, 

enquanto os géis apresentam espalhabilidade com valores menores e costumam apenas 

duplicar sua área final (FRIEDRICH et.al., 2007; ALVES, 2014). Com isto, é possível 

verificar uma boa espalhabilidade da formulação que por ser um gel creme une o melhor das 

duas características, ou seja, a expansão é maior que a de um gel, logo maior espalhabilidade, 
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mas dentro de um valor de área menor, impedindo que o produto escorra, colaborando com a 

as características pseudoplástica e tixotrópica encontradas no estudo reológico.  

 

 

Figura 22 - Gráfico da Espalhabilidade do gel creme LB12  3% em função do peso das placas 

 

             

5.5 Estudo de cultura em células 

 O potencial citotóxico do ESPN e da formulação LB12 -3% foi avaliado em cultura de 

células B16F10. O resultado da figura 23 indica que em 72h até a concentração de 100 µg/mL 

o ESPN e a formulação LB12 3% não causaram citotoxicidade. A segurança é um fator 

fundamental na escolha dos ativos utilizados na fabricação de cosméticos (LIANG et al., 

2012), a ANVISA regulamenta na RDC nº 4 de janeiro de 2014, que é dever do detentor do 

produto possuir dados comprobatórios que atestem a qualidade, segurança e eficácia do 

produto. Ao observar os resultados da viabilidade celular tanto o extrato seco como a 

formulação contendo a P. nitida apresentam ser seguro mesmo em concentrações mais 

elevadas como a de 100 µg/mL. 
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Figura 23 - Gráfico da Viabilidade celular do extrato seco de P. nitida e do gel creme LB12 3% em célula 

B16F10 

 

 A tirosinase é a principal enzima reguladora da melanogênese, pois catalisa as reações 

limitantes da cascata (SCHALHEUTER, 2007). Desta forma, é um dos principais 

mecanismos estudados quando se pesquisa uma atividade de clareamento da pele. O resultado 

encontrado para inibição da tirosinase em células B16F10 pelo ESPN e LB12 -3% foram 

negativos, entretanto, até mesmo o padrão não apresentou um resultado satisfatório, assim, 

não é possível confirmar por este teste, realizado em células B16F10, que a P. nitida não 

possui a capacidade de inibir a tirosinase.  

A atividade do ESPN e da formulação LB12 -3% sobre a síntese da melanina foi 

avaliada utlizando as células B16F10, o resultado na figura 25  mostra que ESPN promoveu  

inibição da melanogênse nas células estuimuladas com o IBMX 25 µM, assim como, o 

produto LB12 -3%, em comparação ao resultado do padrão, a Feniltiouréia 25 µM, o ESPN 

apresentou resultado melhor e o produto LB12 -3% apresentou resultado praticamente igual. 

A significância foi avaliada pelo test t para as células Não Estimulada (NE) e célula 

estimulada com IBMX, apresentando significância com p < 0,05. 
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Figura 24 – Capacidade de  redução da melanogênese pela P. nitida em células B16F10 

 

Legenda: NE (Não estimulada); IBMX 25 µM; Feniltiouréia 25 µM; ESPN = extrato seco de P. nitida (50 

µg/mL); LB12- 3%= gel creme com P. nitida (50 µg/mL). 

As letras a e b representam a diferença estatística onde p< 0,05. 
 

 Analisando a via de síntese da melanina, a dihidroxifenilalanina (DOPA) é convertida 

a dopacroma pela ação da enzima tirosinase ou por auto-oxidação e por reações subsequentes 

de oxidação do dihidroxi-indol (DHI) e do ácido carboxílico dihidroxiindólico (DHICA) 

formam o produto final que é a melanina. Assim, a inibição da melanogênese pode ser 

alcançada por substâncias antioxidantes ou por inibidores da tirosinase (HEO et al., 2010).  

Analisando os bons resultados da atividade antioxidante – DPPH e ABTS encontrados 

no ESPN, com a redução da melanogênese em cultura de célula de  50% pelo ESPN (50 

µg/mL)  e de  de 30% pela formulação LB12 3% (50 µg/mL), junto com viabilidade em 72h 

de 95,79 (± 3,8) e 110,18 (± 0,69), respectivamente, na concentração de 50 µg/mL.  É 

possível concluir que a P. nitida apresnta uma boa atividade de redução da melanogênese e 

sem causar dano as céluas. E esta atividade pode estar associada a sua atividade antioxidante, 

mas para a definição do real mecanismo de ação é necessário a realização de outros estudos  

para confirmação. 
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5.6 Teor de Flavonoides Totais por espectrofotometria UV-visível (TFT)  

 Com a  finalidade de definir uma metodologia analítica simples para o controle de 

qualidade da matéria-prima (ESPN) e da formulação (LB12 -3%) optamos por utilizar o TFT 

descrito na Farmacopéia Brasileira (2010) para duas outras espécies de Passiflora a P. alata e 

P. edulis.  

Os resultados de TFT encontrados foram de: 1,2 % ( ±0,005) para o ESPN 7,5, para a 

DV foi de 0,3 % ±(0,005) e para a formulação LB12 3% foi de 0,2 % (±0,012), expressos em 

apigenina, o valor representa a média da triplicata. A variação dos teores entre o extrato seco 

e a formulação era esperada pois na formulação temos a interferência dos excipientes e 

adjuvantes utilizados, além do fato que o extrato está em uma concentração de 3% na 

formulação e, ainda, diluído na base cosmética.  

A referência farmacopeica de TFT é de no mínimo 1% para as espécies P. alata e P. 

edulis, na literatura os valores de TFT sofrem grande variação até por serem utilizadas 

metodologias diferentes, por exemplo, para a P. alata temos TFT variando de 0,033 a 0,087% 

expresso em apigenina e em outro estudo o TFT varia entre 1,59 a 2,93% expressos em 

quercetin (MULLER et al., 2005; PINELI et al., 2014).  Há uma referência de TFT para a P. 

nitida de 1,69 % para amostra em infusão e de 3,07 % para extrato hidroetanólico (40% v/v) 

expresso em quercetin. (PINELI et al., 2014)  Apesar dos valores mais elevados do que os 

encontrados no presente trabalho acreditamos que o método estabelecido, na Farmacopeia 

Brasileira, de TFT para duas espécies de Passiflora seja mais adequado do que utilizar a 

metodologia descrita na monografia de outra planta.  
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6 CONCLUSÃO 

 

 
 O extrato seco de P. nitida a 7,5% foi considerado a melhor relação droga-solvente 

com base no resultados das análises de: granulometria a laser, SBET, Fluorescência de raios-X 

e no teor de fenóis e flavonoides. Além de apresentar atividade de inibição da tirosinase e 

significativa atividade antioxidante in vitro. Por tanto, foi o extrato utilizado para o 

desenvolvimento das formulações. A fórmula que apresentou as características desejadas e a 

melhor estabilidade foi o gel creme com aristoflex (LB12) com 3% de ESPN 7,5. 

Desta maneira, o objetivo do presente trabalho foi alcançado. Uma formulação 

semissólida contendo o extrato seco de P.nitda foi desenvolvida com as atividades 

pretendidas de auxiliar o rejuvenescimento e clarear a pele, por comprovação in vitro da 

atividade antioxidante e de redução da melanogênese - com estabilidade acelerada aprovada e 

sem citotoxicidade. Assim, temos um produto com ativo amazônico desenvolvido com toda 

base de pesquisa, desde sua droga vegetal até o desenvolvimento de uma formulação visando 

disponibilizar ao consumidor um produto de qualidade, seguro e eficaz.  
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7 PERSPECTIVAS 
 

 Como perspectivas têm-se as análises in vivo para confirmação da eficácia e segurança 

do produto, requisitos necessários para registro junto à ANVISA.  

 A busca por um marcador majoritário para o controle de qualidade mais específico à 

P. nitida com uso de CLAE e, se necessário, da espectrometria de massa. 
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