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RESUMO 

O envelhecimento cutâneo é um processo natural que possui causas internas e 

externas, dentre elas encontra-se o aumento do estresse oxidativo do organismo 

que gera danos celulares permanentes. Para minimizar os efeitos das espécies 

reativas de oxigênio (EROs), os antioxidantes são utilizados para neutralizar estas 

moléculas e retardar o envelhecimento cutâneo. Novas pesquisas vêm ocorrendo na 

busca de novas moléculas com atividade antioxidante, sobretudo busca-se 

substâncias de origem natural que possuam eficácia antioxidante comprovada. 

Nesse sentido, o ácido gálico (AG), metabólito secundário de vegetais, demonstrou 

alta capacidade antioxidante, sendo um ativo promissor para formulações 

cosméticas. Além de sua alta eficácia antioxidante, o AG possui atividade 

antifúngica, antimicrobiana, antiviral e anti-inflamatória que associadas aos 

cosméticos trariam grandes benefícios aos consumidores. Para que um novo 

produto cosmético seja incorporado ao mercado são necessários ensaios que 

demonstrem sua segurança ao consumidor. Em razão disso, ensaios de toxicidade, 

corrosão e irritação são realizados para garantir que o produto esteja salvo de tais 

reações ao ser humano. Estes ensaios possuem o histórico de terem sido realizados 

em animais mamíferos, contudo, devido a questões éticas, estas metodologias vêm 

sendo substituídas por métodos alternativos. Dentre os métodos alternativos 

disponíveis atualmente encontram-se culturas celulares, o nematoide Caenorhabditis 

elegans e o inseto Galleria mellonella. O presente estudo teve como objetivo avaliar 

a toxicidade do AG nestes métodos e modelos alternativos aos mamíferos. Para os 

ensaios de citotoxicidade utilizou-se das linhagens celulares de queratinócitos 

humanos (HaCaT), fibroblastos de derme humana (HDFa) e de hepatocarcinoma 

humano (HepG2). O ensaio de toxicidade com C. elegans foi realizado por contato 

com o AG em solução e G. mellonella foi submetido à avaliação da toxicidade do AG 

em solução administrada por via injetável e em emulsão óleo/água aplicada nas 

larvas através da via tópica. Os resultados identificados para CI50 do AG para as 

linhagens celulares HaCat, HDFa e HepG2 foram iguais a 182,5, 303,4 e 265,1 

µg/mL, respectivamente, em 24 h de tratamento e 138,8, 247,0 e 207,8 µg/mL em 48 

h. Para o método in vivo C. elegans a CL50 foi de 16,08 µg /mL em 96 h e para G. 

mellonella a DL50 foi superior a 920 mg/Kg tanto por via injetável quanto por via 

tópica. Além disso, larvas de G. mellonella não apresentaram alteração na resposta 

imune   celular,   representada  pelo   número  de  hemócitos  quando   tratadas com 



concentrações entre 50 e 200 µg/larva por via injetável e por via tópica. Por outro 

lado, a resposta humoral das larvas foi alterada pela observação da melanização 

quando tratadas com 100, 150 e 200 µg/ larva de AG por via injetável e com 150 e 

200 µg/larva de AG por via tópica. Concluiu-se que o modelo C. elegans demonstrou 

maior sensibilidade ao AG, seguido das linhagens celulares HaCat, HepG2 e HDFa, 

respectivamente. Galleria mellonella se mostrou uma metodologia promissora para 

ensaios de toxicidade de cosméticos por via tópica, sendo necessárias pesquisas 

futuras que validem sua utilização. 

Palavras-chave: Galleria mellonella, Caenorhabditis elegans, HaCat, HDFa, HepG2, 

ácido gálico, aplicação tópica, cosméticos. 



ABSTRACT 

Skin aging is a natural process that has internal and external causes, among them 

encounter the increase of the oxidative stress of the organism that generates 

permanent cellular damage. To minimize the effects of reactive oxygen species 

(ROS), antioxidants are used to neutralize these molecules and delay the cutaneous 

aging. New researches have been going on in the search of new molecules with 

antioxidant activity, it mainly searches for substances of natural origin that possess 

proven antioxidant efficacy. In this sense, gallic acid (GA), secondary vegetable 

metabolite, demonstrated high antioxidant capacity, being a promising active for 

cosmetic formulations. Besides its high antioxidant efficacy, the GA has antifungal, 

antimicrobial, antiviral and anti-inflammatory activity and which associated with 

cosmetics would bring great benefits to consumers. In order for a new cosmetic 

product to be incorporated to the market, it is necessary tests that demonstrate its 

safety to the consumer. Because of that, toxicity, corrosion and irritation tests are 

carried out to ensure that the product is safe from such reactions to humans. These 

tests have a history of being performed on mammalian animals, however, due to 

ethical issues, these methodologies are being replaced by alternative methods. 

Among the alternative methods currently available are cellular cultures, the nematoid 

Caenorhabditis elegans and the insect Galleria mellonella. The present study aimed 

to evaluate the toxicity of the GA in these methods and alternative models to the 

mammals. For the cytotoxicity assays human keratinocyte cell lines (HaCaT), human 

dermis fibroblasts (HDFa) and human liver cancer cell line (HepG2) were used. The 

toxicity test with C. elegans was performed with the GA in solution and G. mellonella 

was submitted to the evaluation of the toxicity of the GA in solution administered 

through the injectable route and in oil/water emulsion applied to the larvae through 

the topical route. The results identified for IC50 of the GA for the HaCat, HDFa and 

HepG2 cell lines were 182.5, 303.4 and 265.1 μg/mL, respectively, in 24 h treatment 

and 138.8, 247.0 and 207.8 μg/mL in 48 h. For the in vivo method C. elegans the 

CL50 was 16.08 μg/mL in 96 h and for G. mellonella the DL50 was higher than 920 

mg/Kg both by injection and topical route. Moreover, G. mellonella larvae showed no 

change in cellular immune response, represented by the number of hemocytes when 

treated with concentrations between 50 and 200 μg/larva by injection and topical 

route. On the other hand, the humoral response of the larvae was altered by the 

observation of melanization when treated with 100, 150 and 200 μg/larva of GA by 



injection and with 150 and 200 μg/larva of GA by topic application. It was concluded 

that the methodology C. elegans demonstrated higher sensitivity to GA, followed by 

the HaCat, HepG2 and HDFa cell lines, respectively. Galleria mellonella has shown 

to be a promising methodology for topical toxicity testing of cosmetics, requiring 

future research to validate its use. 

Keywords: Galleria mellonella, Caenorhabditis elegans, HaCat, HDFa, HepG2, gallic 
acid, topical application, cosmetics. 
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1 INTRODUÇÃO 

Há muitos séculos o uso de cosméticos esteve presente em diversas 

civilizações. A ciência relata seu uso desde o Egito antigo e Mesopotâmia para fins 

ornamentais e ritualísticos, sendo sua utilização acompanhada de mudanças 

culturais desde então. Foi somente no século XVI que os cosméticos se tornaram 

parte da moda e seu uso foi difundido principalmente com a finalidade de melhorar a 

aparência e esconder imperfeições na face (WITKOWSKI; PARISH, 2001; 

GONZÁLEZ-MINERO; BRAVO-DÍAZ, 2018). Atualmente, os produtos cosméticos 

possuem as funções de mudar a aparência, manter o corpo em boas condições, 

proteger e corrigir os odores do corpo (SHAI; BARAN; MAIBACH, 2009). Nesse 

contexto, previnir e retardar os sinais do envelhecimento cutâneo, bem como o 

câncer de pele, são importantes alvos de pesquisas de novos cosméticos (ZANG; 

DUAN, 2018). 

O envelhecimento cutâneo é um processo natural que ocorre ao longo da 

vida e o aparecimento de linhas de expressão pode ser ocasionado por diversos 

fatores. Dentre eles pode-se citar o estresse oxidativo que ocorre devido ao 

desequilíbrio da capacidade de o organismo neutralizar espécies reativas de 

oxigênio (EROs), moléculas muito reativas que são produzidas pela mitocôndria 

quando a pele é exposta aos raios ultravioleta (UV). Essas moléculas desencadeiam 

danos à estrutura do ácido desoxirribonucleico (DNA), lipídios e proteínas, as quais 

podem acarretar em lesões teciduais, envelhecimento prematuro da pele, 

inflamações e outros agravos e, em maior grau, podem gerar câncer de pele 

(SCOTTI; VELASCO, 2003; WALTERS; ROBERTS, 2007; WANG; DREESEN, 2018; 

BOCHEVA; SLOMINSKI; SLOMINSKI, 2019). 

Nesse sentido, o uso de cosméticos que contém em sua formulação 

antioxidantes que combatem o estresse oxidativo cutâneo e retardam o 

envelhecimento tem sido amplamente difundidos por diversas empresas, como a 

Mantecorp® fabricante do cosmético Urby® que possui em sua composição o 

resveratrol da uva que atua como antioxidante, a Vichy® e seu cosmético Idélia 

yeux® que utiliza a cafeína e também a ROC® e seu C Supérieur® que utiliza o ácido 

ascórbico. Além dos antioxidantes em cosméticos serem o princípio ativo que 

protege a pele dos efeitos dos radicais livres, eles ainda evitam alterações nos 

produtos advindas da oxidação de substâncias graxas e lipídicas responsáveis pela 

produção de maus odores e mudança de cor que depreciam e desvalorizam o 
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produto (ST ANGELO et al, 1996; SILVA; MICHNIAK-KOHN; LEONARDI, 2017). 

Compreende-se hoje que a utilização de alguns cosméticos ocasionou sérios 

agravos à saúde humana por provocarem toxicidade cutânea e até mesmo 

sistêmica. Cosméticos que continham metais pesados em sua formulação foram 

responsáveis por tais efeitos danosos ao ser humano. Alguns exemplos de metais 

pesados contidos em cosméticos no passado são o antimônio, mercúrio, chumbo, 

arsênio, bismuto e zinco que ao serem absorvidos pela pele desencadeavam 

sintomas hepáticos, renais, musculares, dentários e poderiam inclusive interferir no 

sono (WITKOWSKI; PARISH, 2001; FISCHER et al., 2017; BOBAKER et al., 2019). 

Embora haja conhecimento sobre os malefícios causados à saúde pelo uso de 

alguns compostos químicos, eles continuam sendo amplamente utilizados no dia a 

dia da maioria das pessoas. Este é o caso do uso dos antioxidantes fenólicos 

sintéticos butilhidroxianisol (BHA) e butilhidroxitolueno (BHT) que estão presentes 

em alimentos industrializados e embalagens destes, em cosméticos e em 

medicamentos (XIU-QUIN et al., 2009). 

Em 1986 a International Agency for Research on Cancer (IARC) publicou 

resultados de estudos que avaliaram o potencial carcinogênico de várias  

substâncias químicas, incluindo o BHA e o BHT e concluíram que a administração 

de BHA em ratos estava diretamente relacionada ao aumento da incidência de 

câncer no fígado e na bexiga (IARC, 1986). Além disso, estudos subsequentes 

apontaram que os antioxidantes fenólicos sintéticos possuíam a capacidade de 

causar mutações no DNA, alterar funções reprodutoras, interferir no sistema 

endócrino e gerar desequilíbrios na esteroidogênese (BOTTERWECK et al., 2000; 

KANG et al., 2005; JEONG et al., 2005; MEIER et al., 2007; YANG et al., 2018). 

Dessa forma, a busca por antioxidantes naturais que não acarretem 

prejuízos à saúde dos consumidores se tornou imprescindível. Estudos recentes 

demonstram haver presença de atividade antioxidante na uva, no morango, no chá 

verde, no açaí e no jambolão (MOHAMED; ALI; EL-BRAZ, 2013; GIAMPIERI; 

ALVAREZ-SUAVEZ; BATTINO, 2014; NERI-NUMA et al.,  2017;   RAZMARAII et al., 

2017; KOONYOSYING et al., 2018). O fruto do jambolão, em especial, possui 

metabólitos secundários com alta capacidade antioxidante, dentre os quais encontra-

se o ácido gálico (ácido 3,4,5-trihidroxibenzoico) (AG) e devido a esta propriedade 

protege o organismo do estresse oxidativo (BARREIROS; DAVID,  2006;  

MOHAMED;  ALI;  EL-BRAZ,  2013;  BADHANI;  SHATMA;  KAKKAR,  2015). 
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Associado à sua atividade antioxidante, o AG tem demonstrado possuir ação 

antifúngica, antimicrobiana, antiviral e até mesmo anti-inflamatória (OSBORNE; 

PEELER; ARCHER, 1981; KROES et al., 1992; BORGES et al., 2013; LI et al., 2017; 

DE PAULA E SILVA et al., 2019), características essas que associadas a um 

cosmético trariam grandes benefícios aos seus consumidores. 

Ao desenvolver formulações cosméticas deve-se levar em consideração a 

segurança e o risco de exposição dos usuários ao produto, sendo assim, testes de 

irritação, absorção e corrosividade cutânea são realizados. Estes testes possuem o 

histórico de terem sido realizados em mamíferos, tais como camundongos, coelhos, 

cachorros e primatas. Atualmente, busca-se uma redução brusca do uso destes 

animais e também seu uso humanitário em pesquisas científicas através do conceito 

dos 3Rs (reutilizar, refinar, substituir), conceito implementado por Russell e Bruch 

em 1959 que vem consolidando-se através de leis que regulamentam a pesquisa 

científica com intuito de reduzir o número de animais utilizados e substituir estes por 

modelos alternativos e com isso minimizar a dor que possam vir a sentir 

(MARQUES; MORALES; PETROIANU, 2009; ELLISON et al., 2019). 

Para que tais objetivos fossem alcançados, alguns métodos ou modelos 

alternativos ao uso de mamíferos têm sido implementados em pesquisas científicas, 

tais como culturas celulares, Danio rerio (zebrafish), Caenorhabditis elegans, 

Panagrellus redivivus, Drosophila melonogaster e Galleria mellonella (CHAMPION; 

TITBALL; BATES, 2018). 

Tais metodologias possuem menor custo, necessitam de espaços pequenos, 

maior facilidade de manutenção e manuseio, crescem em tempo reduzido 

proporcionando estudos em larga escala e não possuem restrições éticas quando 

comparados aos mamíferos (DOKE; DAHWALE, 2015; SINGULANI et al., 2018). 

Diante disso, buscou-se avaliar a toxicidade do AG em diferentes métodos e 

modelos alternativos aos mamíferos. Além disso, um produto cosmético contendo 

AG em sua formulação como ativo antioxidante foi desenvolvido e testado por via 

tópica em G. mellonella. O trabalho pode contribuir futuramente na validação desses 

métodos e modelos alternativos em ensaios de toxicidade de cosméticos.
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7 CONCLUSÃO 

 
A avaliação da toxicidade do AG em diferentes modelos e métodos 

alternativos aos mamíferos indicou diferentes concentrações tóxicas do composto 

para cada um deles através da análise da CI50, CL50 e DL50. C. elegans 

apresentou maior sensibilidade ao AG, seguido das células HaCat, HepG2 e HDFa, 

respectivamente. G. mellonella não apresentou toxicidade ao AG nas concentrações 

estudadas. 

O ensaio de citotoxicidade com as linhagens celulares sugere que a CI50 do 

AG em 24 h é superior àquela apresentada em 48 h nas três linhagens de células 

aqui estudadas. A partir disso, podemos sugerir que a toxicidade ao AG aumentou 

conforme o tempo de tratamento aumentou, sendo necessárias menores 

concentrações em 48 h para gerar o mesmo efeito observado em 24 h. 

A toxicidade do AG foi avaliada no método alternativo aos mamíferos C. 

elegans através da quantificação da CL50 e através desse dado concluímos que é 

necessária uma concentração de aproximadamente 7 vezes menor que a observada 

em modelos celulares para levar à morte de 50% das larvas. 

O método alternativo aos mamíferos G. mellonella foi submetido aos ensaios 

de avaliação da sobrevivência, quantificação de hemócitos e melanização para 

análise da toxicidade do AG. Concluímos que não foi possível determinar a DL50 da 

substância quando administrada em solução por via injetável ou em emulsão 

óleo/água por via tópica. 

Para os ensaios de via tópica com G. mellonella concluímos que uma 

formulação de emulsão óleo/água foi mais adequada para a homogeneização do AG 

nas concentrações propostas quando comparada a uma formulação aquosa de gel 

de hidroxietilcelulose 2%. 

Os ensaios realizados através da via injetável do AG em solução na G. 

mellonella sugerem que não houve alterações na taxa de sobrevivência e na 

resposta imune celular. A pesquisa ainda sugere que há alterações na resposta 

humoral do inseto quando tratadas com concentrações de AG em solução acima de 

463 mg/Kg. Para os ensaios realizados com a aplicação da emulsão óleo/água 

através da via tópica nas larvas de G. mellonella, os resultados apontam 

semelhanças ao observado no animal quando o AG foi aplicado por via injetável em 



64 
 

 

solução, difere somente em concentração capaz de ocasionar alterações na 

resposta humoral que foram superiores a 695 mg/Kg. 

Os métodos alternativos de culturas celulares das linhagens HaCat, HepG2 e 

HDFa e o modelo alternativo aos mamíferos C. elegans se mostraram viáveis para 

avaliação da toxicidade do AG através dos dados de CI50 e CL50, respectivamente. 

Galleria mellonella se mostrou um modelo promissor na investigação da 

toxicidade do AG e estudos futuros que demonstrem a viabilidade deste modelo ser 

utilizado em ensaios de toxicidade de cosméticos através da via tópica são 

necessários para concluir a possibilidade de sua validação como método alternativo. 
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