UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
CAMPUS MINISTRO PETRONIO PORTELA PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
TECNOLOGIAS APLICADAS A ANIMAIS DE INTERESSE REGIONAL

JAMILLY ERICA SOUSA CAMPELO

TOXICIDADE AGUDA E EFEITO CICATRIZANTE DO ACIDO GALICO, ACIDO ELAGICOE
ASSOCIACAO EM FORMULACAO DE USO TOPICO



JAMILLY ERICA SOUSA CAMPELO

TOXICIDADE AGUDA E EFEITO CICATRIZANTE DO ACIDO GALICO, ACIDO ELAGICOE
ASSOCIACAO EM FORMULACAO DE USO TOPICO

Tese submetida ao Programa de Pés- Graduacdo em Tecnologias
Aplicadas a Animais delnteresse Regional, do Centro de Ciéncias
Agrérias, da Universidade Federal do Piaui, como parte dos
requisitos para a obtencdo do Titulo de Doutor (a) em Medicina
Veterinéria.

Orientador: Amilton Paulo Raposo Costa

TERESINA, PI

2023



FICHA CATALOGRAFICA

FICHA CATALOGRAFICA
Universidade Federal do Piaui
Biblioteca Setorial CCA
Servigo de Representacdo da Informacio

C193t

Campelo, Jamilly Frica Sousa,

Toxicidade aguda e efeito cicatrizante do acido galico. dcido
elagico e associacio em formulagdo de uso topico / Jamilly Erica
Sousa Campelo. -- 2023,

78 1.

Tese (Doutorado) — Universidade Federal do Piaui. Centro de
Ciéncias Agrarias. Programa de Pos-Graduacio em Tecnologias
Aplicadas a Animais de Interesse Regional - Teresina, 2023.

“Orientador: Prof. Dr. Amilton Paulo Rapouso Costa.™

1. Poloxamer. 2. Seguranga farmacologica. 3. Lesdo de pele. 4.

Toxicidade. 5. Cicatrizagdo - fendas. 1. Costa. Amilton Paulo
Rapouso. II. Titulo.

CDD615.1

Bibliotecario: Rafael Gomes de Sousa - CRB3/1163




TOXICIDADE AGUDA E EFEITO CICATRIZANTE DO ACIDO GALICO, ACIDO ELAGICOE
ASSOCIACAO EM FORMULACAO DE USO TOPICO

Tese aprovada em: 01/08/2023

JAMILLY ERICA SOUSA CAMPELO

BANCA EXAMINADORA:

] /|

Prof. Dr. Amiltop [fatlo Raposo Costa
(Presidente / Orientador) / DMV/ CCA / UFPI

(Examinador imeny)MVI CCA/UFPI

f' 1/
Prof. Dr. Frag€isco, das Chagas Aratjo Sousa
(EXaminador externo / UESPI

-

b Bra> ,
Prof. Dr. Antonio Luis Martins Maia Filho
(Examinador externo) UESPI

( ArJ— > ‘; M P C——-—‘—{_
4
Prof. Dr. Prof. Dr, André Luis Menezes Carvalho
(Examinador externo) UESPI



AGRADECIMENTOS

Quero comecar meus agradecimentos dizendo que nao foi facil; o caminho foi
longo e com bastante desafios. No entanto, também quero dizer que durante essa
caminhada eu tive apoio de todas as formas. Em primeiro lugar, agradeco a Deus
por me dar forca a cada oragdo realizada. A minha querida mae, Maria das
Dores de Sousa Campelo, a quem amo tanto e que sempre me apoiou e deu forgas
para alcancar meus objetivos. Se eu conseguir ser um décimo do que é essa mulher
é, estarei feliz. Ao meu querido pai, José Adaide Campelo da Silva (in
memoriam), que mesmo nao estando presente fisicamente, sei que de onde
estiver, esta torcendo por mim. Aos meus irméaos, Jakelinne e Jardson, por sempre
vibrarem a cada conquista minha, e aos meus sobrinhos Alcides, Sophia e Ana
Alice, que também sdo minha afilhada, e ao José que nos deixa ansiosos
esperando a sua chegada. Como vocés me deixam alegre, amo vocés. Quero
agradecer aos meus amigos, mas, em especial, ao Tiago e a Lisiane por todo
carinho e apoio. Sou grata pela amizade de vocés, amo vocés. A0 meu noivo
Vinicius, sempre que me animava e ndo me deixava fraquejar durante essa
jornada ,amo vocé. Ao professor Amilton Paulo Raposo Costa, que me
acompanhou por longos anos académicos e me ensinou a ter mais paciéncia e
saber lidar com as situagdes de maneira mais serena. Obrigada, professor, por
todos os ensinamentos. Ao professor Michel Muélem de Moraes Alves, por me
mostrar uma luz no fim do tunel, e ao professor André Luis Menezes Carvalho
por me apoiar no desenvolvimento da nossa formulacdo. Aprendi muito com
vocés. A toda equipe do LADERMO, em especial ao Matheus, que me ajudou
bastante durante essa etapa. A toda a equipe do LAFMOL, meu muito obrigada.
A Silvéria, que sempre me ajudou quando mais precisei, e & Sara por sua
colaboracéo. Vocés foram muito importantes e se tornaram amigos. Ao professor
Antdnio Luiz Martins Maia FilhoMaia, pela parceria e as alunas de IC da UESPI,
Vitoria e Erica. Agradeco ao meu amor de quatro patas, meu Ralf, que me deu
muito apoio emocional, e a Alice e Marley. Amo vocés. Aos animais de
laboratdrio que contribuiram para que nossa pesquisa fosse finalizada. Em fim,
agradeco a mim por nao ter desistido, por ter lutado e vencido a cada desafio que
surgia. Obrigada!



"Lembre-se sempre: vocé é mais corajoso do que acredita, mais forte do que

parece e mais inteligente do que pensa."

Christopher Robin (personagem de A.A. Milne)



CAMPELO, J.; E.; S. TOXICIDADE AGUDA E EFEITO CICATRIZANTE DO ACIDO
GALICO, ACIDO ELAGICO E ASSOCIACAO EM FORMULACAO DE USO
TOPICO. 2023.78f. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria) — Programa de Pés-Graduag&o
emTecnologias Aplicadas a Animais de Interesse Regional, Universidade Federal do Piaui,
Teresina, 2023.

RESUMO
O écido gélico (AG) e o &cido elagico (AE) tém despertado grande interesse para a pesquisa,
devido as suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e antimicrobianas, o que os torna
candidatos promissores no desenvolvimento de terapias para acelerar a cicatrizagdo cuténea.
Para avaliar essa possibilidade, foram desenvolvidas forumulacGes de uso tépico, em que foi
usad o gel de Poloxamer 407®. Visando avaliar, além dos efeitos individuais, o efeito de
associacao foram preparados géis com AG, AE e AG+AE. Foram entdo avaliadas as
propriedades dos géis, incluindo os efeitos do ciclo gelo-degelo, que revelou uma diminuicdo
significativa (p<0,05) do pH, na maioria das amostras, incluindo o veiculo (gel sem farmaco)
e o gel contendo os dois farmacos, no entanto, nenhuma amostra apresentou variagédo fora da
faixa de pH normal para a pele, com valores variando de 4,8 a 6,0. Quanto a conditividade
elétrica, as formulaces AG, AE e AG+AE apresentaram reducdo (p<0,05) apds o ciclo de
congelamento-descongelamento. Em relacdo ao teor, a quantidade de farmaco nas formulactes
variou apos o ciclo de congelamento-descongelamento (p<0,05), nas seguintes percentagens
de 95,86% a 101,35% inicialmente, passou para 91,30% a 101,51%. No teste de liberacéo dos
farmacos, o acido galico (3%) — liberou 92,58% em apenas 1,5 hora; cido elagico a 3% —
liberou 51,60% apds 6 horas; acido galico (na associacdo ao elagico) (1,5%) — liberou 99,91%
em apenas 2 horas; acido elagico (associado ao galico) (1,5%) — liberou 57,06% apds 6 hoapos
6 horas. O acido gélico apresentou a maior quantidade liberada, seguido pela associacao de
acido gélico e &cido elagico, e por ultimo, o acido elagico em 6 horas. Na avaliacdo da
toxicidade aguda, foram utilizadas larvas de Zophobas morio na avaliagéo da dose letal para
50% dos an, imais (DL 50), foi observado, para 0 AG, uma DL50 de 2191,51 mg/Kg em 48
horas, quanto ao percentual de sobrevivéncia, foi observado que o grupo tratado com AG
apresentou uma menor taxa de sobrevivéncia das larvas (40%), na formulagéo a 3000 mg/Kg.
Na avaliagdo dos biomarcadores, ndo houve alteracdo nas concentragdes de glutationa e
catalase, porém observou-se reducdo significativa na melanina nos grupos tratados com as
concentragdes de 30 mg/Kg do AG, 3mg/Kg do AE e 3, 300,3000 mg/Kg do AG+AE dos
farmacos puros, assim como nas concentracdes de 300 e 3000 mg/Kg de AG+AE incorporados
ao gel, além das concentragdes de 3 e 30mg/Kg de AG+AE. Quanto ao efeito cicatrizante, com
base na avaliagdo por fotogrametria digital, verificou-se uma aceleragéo significativa na
cicatrizacdo em grupos tratados com acido elagico (AE 3%) e &cido galico associado ao &cido

elagico (AG 1,5%+AE1,5%). Ao longo do tratamento, houve uma regressao progressiva das
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feridas nos grupos tratados com AE e AG+AE, sendo que, aos 21 dias, a associacao dos acidos

demonstrou ser mais eficaz na promoc¢édo da regressdo das feridas. Assim, 0s géis topicos
contendo &cido galico, &cido elégico e sua associagdo demonstam uma notavel capacidade de
liberagdo dos farmacos, efeito proteror contra o estresse celular e efeito cicatrizante
significativo. Portanto, esses compostos mostram-se como importantes principios ativos para o

desenvolvimento de terapias topicas voltadas a cicatrizacdo de feridas.

Palavras-chave: Efeito de associacao, formulacdo topica, Poloxamer, uso topico, lesdo de pele,

seguranca farmacologica, estudo experimental.



CAMPELO, J.; E.; S. TOXICIDADE AGUDA E EFEITO CICATRIZANTE DO ACIDO
GALICO, ACIDO ELAGICO E ASSOCIACAO EM FORMULACAO DE USO
TOPICO. 2023.78f. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria) — Programa de Pés-Graduag&o
emTecnologias Aplicadas a Animais de Interesse Regional, Universidade Federal do Piaui,
Teresina, 2023.

ABSTRACT

Gallic acid (GA) and ellagic acid (EA) have attracted great interest in research, due to their
antioxidant, anti-inflammatory and antimicrobial properties, which make them promising
candidates in the development of therapies to accelerate skin healing. To evaluate this
possibility, formulations for topical use were developed, in which Poloxamer 407® gel was
used. To evaluate, in addition to the individual effects, the association effect, gels were
prepared with AG, AE and AG+AE. The properties of the gels were then evaluated, including
the effects of the freeze-thaw cycle, which revealed a significant decrease (p<0.05) in pH in
most samples, including the vehicle (gel without drug) and the gel containing the two drugs,
however, no sample showed variation outside the normal pH range for the skin, with values
ranging from 4.8 to 6.0. Regarding electrical conductivity, the AG, AE and AG+AE
formulations showed a reduction (p<0.05) after the freezing-thawing cycle. Regarding the
content, the amount of drug in the formulations varied after the freeze-thaw cycle (p<0.05), in
the following percentages from 95.86% to 101.35% initially, increasing to 91.30% to 101 .51%.
In the drug release test, gallic acid (3%) — released 92.58% in just 1.5 hours; 3% ellagic acid —
released 51.60% after 6 hours; gallic acid (in combination with ellagic) (1.5%) — released
99.91% in just 2 hours; ellagic acid (associated with gallic) (1.5%) — released 57.06% after 6
hours. Gallic acid showed the highest amount released, followed by the association of gallic
acid and ellagic acid, and finally, ellagic acid in 6 hours. In the evaluation of acute toxicity,
larvae of Zophobas morio were used to evaluate the lethal dose for 50% of animals (LD 50),
an LD50 of 2191.51 mg/Kg in 48 hours was observed for AG, as Regarding the percentage of
survival, it was observed that the group treated with AG had a lower survival rate of the larvae
(40%), in the formulation at 3000 mg/Kg. In the evaluation of biomarkers, there was no change
in the concentrations of glutathione and catalase, however, a significant reduction in melanin
was observed in the groups treated with concentrations of 30 mg/Kg of GA, 3mg/Kg of AE and
3, 300.3000 mg/ Kg of AG+AE from pure drugs, as well as concentrations of 300 and 3000
mg/Kg of AG+AE incorporated into the gel, in addition to concentrations of 3 and 30 mg/Kg
of AG+AE. Regarding the healing effect, based on evaluation by digital photogrammetry, there
was a significant acceleration in healing in groups treated with ellagic acid (EA 3%) and gallic
acid associated with ellagic acid (AG 1.5%+EA1.5% ). Throughout the treatment, there was a
progressive regression of the wounds in the groups treated with AE and AG+AE, and, at 21
days, the combination of acids proved to be more effective in promoting the regression of the
wounds. Thus, topical gels containing gallic acid, ellagic acid and their combination
demonstrate a remarkable drug release capacity, protective effect against cellular stress and
significant healing effect. Therefore, these compounds are important active principles for the
development of topical therapies aimed at wound healing.

Keywords: Association effect, topical formulation, Poloxamer, topical use, skin injury,
pharmacological safety, experimental study.
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1. INTRODUCAO

Os taninos sdo produtos do metabolismo secundario dos vegetais, originados do
metabolismo do carbono, sdo polifendis, que apresentam alto peso molecular e podem ser
classificados de acordo com sua estrutura quimica, em hidrolisaveis e condensados, noprimeiro
grupo existe os taninos derivados do &cido galico e do acido elagico (ROCHA,2018).0 4cido
gélico (AG), também conhecido como acido 3,4,5-trihidroxibenzéico (FIGURA 01), é um
metabolito secundario natural e amplamente isolado de varias frutas,plantas e nozes. Nos
altimos anos, o AG tem recebido crescente atencdo por suas poderosaspropriedades anti-
inflamatorias. Entre muitos polifenois, o0 AG é um composto trifendlico debaixo peso molecular
com excelentes atividades anti-inflamatérias e antioxidantes. Além dissotambém tem varios
efeitos farmacologicos evidentes, incluindo antidiabetes, antiobesidade, anti-isquemia
miocardica, além de poderosas atividades antioxidantes e anti-inflamatorias,

antimicrobianas e anticancerigenas. (BAl et al.,2020).

Quanto a toxicidade, AG tem um status USFDA GRAS (geralmente reconhecido como
seguro), exibindo toxicidade sistémica e mortalidade bastante baixa associada em doses agudas
em muitos modelos experimentais. Apesar dos beneficios antienvelhecimento da pele obtidos
com formulacgdes de AG relativamente seguras, poucos casos de alergia cutanea induzida por
galato foram relatados em humanos (KHAN, et al.,2018).

Em trabalho realizado avaliando a combinagdo de 4% de niacinamida + 1% de &cido
galico + 1% de &cido laurico no tratamento de acnes vulgaris em humanos, foi observado que
o AG com suas propriedades antioxidantes, citotoxicas e anti-inflamatorias ,pode ser usada
como um tratamento tOpico alternativo para acne vulgar, para prevenir a resisténcia a
antibidticos tdpicos e os efeitos colaterais de alguns outros tratamentos (KOZAN et al.,2020).

O 4cido elagico (AE) é um composto polifendlico cujo consumo alimentar
estdassociado principalmente a ingestdo de frutas vermelhas, incluindo roméas, morangos,
amoras, groselhas negras, framboesas, uvas ou frutas secas, como nozes e améndoas.
Estruturalmente,0 AE é uma dilactona de acido hexahidroxidifénico (HHDP), um derivado
dimérico do &cido galico, produzido principalmente pela hidrdlise de elagitaninos, um grupo
amplamente distribuido de metabdlitos secundarios (FIGURA 2) (SHARIFI-RAD et al., 2022)
. Durante a digestéo, os elagitaninos s&o convertidos em acido elagico,que € posteriormente
metabolizado pela microbiota intestinal em varios derivados dibenzo[b,d]piran-6- ona,
denominados urolitinas (DJEDJIBEGOVIC et al.,2020).

Vérios estudos indicam que o AE exerce efeitos benéficos a salde contra varias
patologias cronicas associadas a danos oxidativos, incluindo diferentes tipos de cancer, doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas. Além disso, 0 AE possui propriedades cicatrizantes,

efeitos antibacterianos e antivirais e atua como antioxidante sistémico. No entanto, as
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aplicagdes clinicas deste polifenol tém sido dificultadas e impedidas por sua baixa solubilidade

em agua (9,7 + 3,2 ug ml “tem agua) e perfil farmacocinético (taxa de absorcéo limitada e meia-
vida plasmatica < 1 h ap0s a ingestdo de suco de roma), propriedades devido a natureza quimica
do composto organico heterotetraciclico (CECI et al., 2020).

Quanto ao efeito de associacdo de AG e AE, em estudos realizados com extratos da
planta de Libidibia ferrea foi evidenciado que os principais componentes encontrados na
analise quimica dos extratos foram &cidos galico e eldgico, além de galato de metila. Tais
elementos reduziram a liberac@o e migracéo de citocinas pré-inflamatorias e mediadores como
serotonina,bradicinina, histamina e protaglandina, o que confere atividade antiinflamatdria e
antioxidante(da SILVA OLIVEIRA et al.,2022).

Quanto aos mecanismos do efeito cicatrizante, foi demonstrada importancia do efeito
anti-inflamatorio, em estudo com extrato obtido das cascas do caule de Caesalpinia ferrea.
(TPL-Cf, que acelerou a cicatrizacdo de feridas, via modulacdo de mediadores inflamatorios
(NO, PGE 2, IL-1, MPO, MDA, TNF-a, TGF-B) em um modelo de tlcera cutanea excisional em
ratos (PEREIRA et al, 2016)

Em face dos efeitos benéficos observados, sdo necessarias abordagens para melhorar a
biodisponibilidade e abiodegradabilidade deste composto fendlico pouco soltvel em agua e ndo
biodegradavel (KHAN et al., 2018). Solucdes poliméricas aquosas termossensiveis que se
transformam em géis com o aumento da temperatura tém desempenhado um papel importante
no desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos. As vantagens de tais sistemas
aquosos sdo a falta de solvente tdxico, a prevencdo de efeitos colaterais sistémicos e a
capacidade de entregar a droga diretamente aos locais/cavidades do corpo desejados e sustentar
a liberacdo do agente bioativo (BOONLAI et al.,2018).

Os taninos, como o &cido galico e o acido elagico, demonstraram possuir propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias, antimicrobianas e cicatrizantes, 0 que sugere seu potencial
para terapias médicas. Contudo, as limitacdes de solubilidade e biodisponibilidade precisam
ser superadas, e a seguranca desses compostos deve ser avaliada. Além disso, a pesquisa sobre
sua associacdo e aplicacdo na cicatrizacdo de feridas é crucial para o desenvolvimento de
tratamentos eficazes.

O uso de medicamentos por via topica € um aspecto importante a ser considerado,
especialmente quando se trata da administracéo de drogas nos olhos, pele e feridas. A via tdpica
é frequentemente a preferida devido a sua capacidade de proporcionar uma maior eficacia
terapéutica e melhorar a adesdo do paciente ao tratamento. A pele possui uma estrutura
complexa que proporciona inimeras barreiras fisiologicas a entrada de substancias exdgenas.
A localizacdo do medicamento éum aspecto importante de algumas doencas dérmicas e requer

a entrega direcionada da substancia ativa as células doentes, que é um desafio com as
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abordagens atuais (KOPPA RAGHU et al.,2020). Achados de estudos realizados avaliando

efeito antifingico do extrato de Commiphora leptophloeos sugerem que foi potencializado
quando carregado no hidrogel a base de quitosana e poloxamero, demonstrando a importancia
do uso de hidrogéis como estratégia para melhorar o potencial farmacoldgico (DANTAS-
MEDEIROS et al.,2023).

Determinar a toxicidade de substancias candidatas a potenciais formulacdes
farmacéuticas, € crucial para garantir a seguranca desses produtos. Existem modelos
alternativos que sdo bastante utilizados para verificar a toxicidade e genotoxicidade de
substancias, apresentando vantagens para a realizacdo desses estudos como ciclo de vida curto,
baixo custo de manutencao e similaridade com humanos em relagdo a seus aspectos fisioldgicos

e caracteristicas neurologicas (MACEDO et al.,2022).

Este estudo teve como objetivo principal investigar o potencial terapéutico dos
compostos acido galico e acido elagico, isoladamente e em associa¢do, para a cicatrizacdo de
feridas cutaneas. Pretendeu-se desenvolver uma forma farmacéutica semi-sélida incorporando
esses compostos a um gel para uso topico. A avaliacdo dessa formulacdo envolveu aspectos
fisicos, compatibilidade com a pele, possiveis efeitos toxicos e eficacia cicatrizante. Além
disso, foram realizadas investigacGes quanto a avaliacdo de biomarcadores, assim como a
determinacdo de suas concentracbes letais em modelos alternativos. A associacdo dos
compostos com o gel de Poloxamer® também foi explorada para avaliar possiveis beneficios
adicionais. Além disso, foi relevante estudar o efeito cicatrizante do &cido géalico e elagico bem

como sua associacgdo quando incorporados a um gel de Poloxamer® em ratos.

A pesquisa visou aprimorar a aplicacéo clinica do acido galico e &cido elagico, superando
suas limitacGes de solubilidade e biodisponibilidade, e fornecendo uma base cientifica sélida
para 0 desenvolvimento de terapias de cicatrizacdo de feridas eficazes. A associacdo desses
compostos com um gel topico oferece uma abordagem promissora para maximizar seus
beneficios. Com base nisso, esse estudo buscou contribuir para o avango das terapias medicas

e proporcionar melhorias na satde e bem-estar dos pacientes.
1.1. ORGANIZAQAO DO TRABALHO DE TESE

Esta tese contém uma abordagem geral no seu resumo, introdugdo, objetivos e reviséo
de literatura e o contedo mais especifico da pesquisa esta organizado em dois capitulos. O
capitulo 1 ¢ intitulado “Avaliagdo da toxicidade aguda do acido elagico e &cido galico
incorporado ao gel com Poloxamer407®, em larvas de Zophobas morio” e o capitulo 2 tem
como titulo “Potencial terapéutico do acido galico, &cido elagico e sua associagdo incorporados

ao gel de Poloxamer 407 na cicatrizacdo de feridas em ratos.
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral
e Desenvolver uma forma farmacéutica semi-sélida do &cido eldgico , acido
galico e associacdo incorporado ao gel com Poloxamer 407® para uso topico,

com atividade cicatrizante
2.2. Objetivos Especificos

e Obter formas farmacéuticas resultantes da incorporacdo de éacido
gélico, &cido eldgico e associacdo de AG+AE ao gel com
Poloxamer407®;

e Avaliar a estabilidade termodinamica do gel preparado;

e Avaliar a liberacdo in vitro do farmaco nas formulagdes desenvolvidas,
utilizando células de difuséo do tipo Franz;

e Determinar a toxicidade dos farmacos sobre larvas de Zophobas morio

(invetebrado);
e Auvaliar a atividade da melanina e das enzimas glutationa reduzida e catalase;

e Auvaliar o efeito cicatrizante através de modelos farmacoldgicos, em ratos machos (Rattus
norvegicus), da variedade Wistar.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Acido galico(AG) e Acido elagico(AE)

Os efeitos benéficos a satde dos compostos fenolicos sdo atribuidos principalmente aos
seus metabdlitos. Nesse sentido, os compostos fendlicos devem estar biodisponiveis para
exercer sua bioatividade, sendo que a biodisponibilidade é influenciada por processos como
digestdo, absorcdo e metabolismo, além de fatores como concentracdo no alimento, liberacédo
na matriz alimentar, estrutura quimica, conjugacdo com outros compostos, tamanho molecular,
grau de polimerizac&o e solubilidade (de ARAUJO et al., 2020).

Entre os diversos polifendis, o acido galico (AG) (Figura 01) se destaca como um
composto trifendlico de baixo peso molecular, apresentando notaveis atividades anti-
inflamatdrias e antioxidantes. Além dessas propriedades, 0 AG demonstra diversos efeitos
farmacologicos significativos, tais como agdo antitumoral, atividade antibacteriana, efeitos
benéficos nocontrole da diabetes, potencial na reducéo da obesidade, atividade antimicrobiana
e protecdo contra a isquemia miocérdica. Essa ampla gama de efeitos farmacoldgicos confere
ao AG um grande potencial terapéutico e o torna objeto de estudo em diversas areas de pesquisa
(BAl et al.,2021).
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Figura 01. Estrutura do &cido galico

Fonte: Adaptado de Silva, 2015.

O estudo realizado por Gobin et al. (2022) evidencia o efeito erradicante de solugdes
contendo acido galico e carvacrol sobre biofilmes maduros de Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus, tanto em biofilmes de uma Unica espécie como em biofilmes de
espécies duplas. A combinacdo dessas duas moléculas demonstrou um forte efeito sinérgico na
erradicacdo dos biofilmes maduros. Esses resultados confirmam o potencial das abordagens
combinadas para combater biofilmes maduros, o que oferece novas e promissoras alternativas
no tratamento e cura de feridas cronicas infectadas

De acordo com os resultados de estudo com camundongos, a aplicacao topica de acido
galico (AG) demonstrou inibir a iniciacdo do tumor de pele e as fases de progressdo do processo
carcinogénico cutaneo em um modelo de carcinogénese de pele in vivo de dois estagios. Esse
efeito foi atribuido a modulacdo do sistema de enzimas antioxidantes e das metaloproteinases
de matriz (MMPs), mais especificamente as MMPs-2 e -9, presentes no tecido da pele de
camundongos utilizados no experimento (SUBRAMANIAN et al.,2014).

O écido elagico (Figura 02) é um metabdlito comum presente em muitas plantas e
vegetaismedicinais. Esta presente na forma livre ou como parte de moléculas mais complexas
(elagitaninos), que podem ser metabolizadas para liberar acido elagico e varios de seus
metabdlitos, incluindo urolitinas, € um dos principais antioxidantes, juntamente com as
conhecidas vitaminas &cido ascorbico e a-tocofero. Suas propriedades antioxidantes intrinsecas
foram atribuidas a sua atividade de eliminacdo de radicais livres, que foi proposta como
semelhante a das vitaminas essenciais, a presenca de quatro hidroxilas e dois grupos funcionais
de lactonas permite que o acido elagico separe uma ampla variedade de espécies reativas de
oxigénio e espécies reativas de nitrogénio (RIOS et al.,2018).

Figura 02 — Estrutura do acido elégico
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Fonte: Sigmaaldrich.
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Em um estudo de pesquisa realizado com acido elagico em condic¢des in vitro,

concentragdes de 5 a 20 uM demonstraram exercer um efeito benéfico na disfuncdo endotelial
induzida por LDL oxidada. O acido eladgico mostrou suprimir a montagem da membrana do
complexo NADPH oxidase, resultando em uma reducdo significativa na superproducdo de
radicais superodxidos. Esse efeito é importante, uma vez que os radicais superoxidos estdo
associados a danos celulares (LEE et al.,2010). De acordo com os estudos de Hallan et al.,
(2020), a inclusdo de acido elagico (EA) em nanoparticulas lipidicas (NLCs) demonstrou
melhorar a solubilidade em agua e permitir uma reducdo da dosagem. Além disso, foi
evidenciada a manutencdo de alto efeito antioxidante e baixa toxicidade, sendo que o NLC- EA1
pareceu ser mais eficaz que o NLC-EA2 (SINGH et al.,2020).

No estudo conduzido por Mo et al., (2014) foi realizado uma avaliacdo do potencial de
cicatrizacdo de feridas em ratos utilizando um extrato padronizado de casca de roma (EPCR) e
seu principal constituinte antioxidante, o acido elagico (AE, 13%, p/p). Os resultados
demonstraram que a aplicacdo tépica tanto do EPCR quanto do AE acelerou significativamente
0 processo de cicatrizagdo de feridas cutaneas em modelos de inciséo, excisédo e queimadura
em ratos. Esses achados ressaltam o potencial terapéutico desses compostos na promocao da
regeneracdo de tecidos e fornecem evidéncias encorajadoras para o0 seu uso no tratamento de
feridas cutaneas.

3.2. Associacdo de principios ativos: uma abordagem sinérgica para otimizacao de
tratamentos

O uso de substancias associadas para avaliar seus efeitos pode resultar em diferentes
interacOes, classificadas como aditivas, indiferentes, antagbnicas ou sinérgicas. Na interacdo
aditiva, a combinacdo das substancias produz um efeito igual a soma dos resultados individuais.
Na interacdo indiferente, o efeito da combinacdo nao difere do efeito da substancia mais efetiva
isoladamente. J& na interacdo antag6nica, o efeito da combinagdo é menor do que o esperado
pela resposta aditiva. Por outro lado, a interagdo sinérgica ocorre quando a combinacdo resulta
em uma atividade maior do que o efeito aditivo esperado para cada substancia individualmente,

ou seja, ha um aumento no efeito observado na combinagéo das substancias (PIRES, 2022).

As interacBes medicamentosas sdo divididas em farmacodindmicas e farmacocinéticas.
As interacfes farmacodinamicas podem acontecer devido ao principio ativo ou por seus
metabolitos, podendo se apresentar como uma sinergia ou antagonismo. J& as interacdes
farmacocinéticas estdo relacionadas a altera¢fes na absorcdo ou transformacéo metabolica dos
ativos (SILVA et al.,2021).

As combinagdes de drogas tém surgido como uma estratégia promissora para contornar
0S mecanismos compensatdrios e minimizar os efeitos indesejados fora do alvo, que muitas
vezes limitam a eficacia de diversas substancias terapéuticas (LEHAR et al., 2009). No nosso
experimento, estaremos avaliando o potencial terapéutico da associa¢do do acido elagico e
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acido galico. Nossa pesquisa tem como objetivo comprovar os efeitos sinérgicos e possiveis

beneficios clinicos dessa combinacgdo, buscando oferecer uma abordagem terapéutica mais

eficaz e com menor incidéncia de efeitos colaterais indesejados.

3.3. Explorando o potencial do Acido oleico (AO) como agente promotor em

formulacdes Topicas

Nos ultimos anos, houve um progresso significativo nos sistemas de administracao
topica de farmacos, mas ainda ha uma busca por potenciadores que possam melhorar a absor¢éo
de substéncias ativas (ALOMRANI et al.,2018). Um dos principais critérios para uma
formulacdo farmacéutica bem-sucedida é entregar a substancia terapéutica ao local-alvo em
niveis terapeuticamente aceitaveis, com o minimo de danos e/ou efeitos colaterais aos pacientes
(SCHAFER et al.,2023).

O aumento na penetracdo de farmaco pode ser alcancado variando a composi¢do do
veiculo farmacéutico ou alterando a permeabilidade da pele. Assim, vérias estratégias podem
ser utilizadas, como modificagdes quimicas na estrutura do farmaco, modificacdes da forma
farmacéutica, técnica fisicas como a iontoforese e 0 ultrassom e o uso de promotores de
absorcdo(SOUSA et al.,2021).

Acido oleico (AO) um conhecido promotor de permeacio de moléculas, é um &cido
graxo insaturado (Figura 03), utilizado como um agente emulsionante na industria alimenticia e
em formulagdes farmacéuticas tdpicas. Esse acido graxo, também pode ser utilizado como
agente promotor de permeacdo de farmacos em formulagdes transdérmicas, melhorando a
biodisponibilidade de farmacos pouco soltveis em &gua (SILVA,2015). A relevancia do acido
oleico nesse contexto ressalta sua capacidade de desempenhar um papel crucial no avango das

terapias tdpicas ao melhorar a absorcao e eficacia dos principios ativos.

Figura 03. Formula estrutural do &cido oleico

O

Fonte: https://experimentoteca.com.br/

Nesse contexto, 0 &cido oleico emerge como uma peca-chave, destacando-se como um
notavel promotor de permeacédo. Sua capacidade de aprimorar a biodisponibilidade de farmacos
insoltveis em agua, tanto em formulagdes topicas quanto transdérmicas, confirma seu potencial

em revolucionar o campo das terapias cutaneas. Ao impulsionar a entrega eficaz de substancias
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terapéuticas ao local-alvo, o acido oleico demonstra ser uma ferramenta valiosa na criacdo de

formulagdes farmacéuticas bem-sucedidas e eficazes, avangando a fronteira do cuidado

dermatoldgico e proporcionando resultados benéficos para os pacientes.
3.4 . Formulagdes tdopicas de gel Poloxamer 407: avancos e aplicacOes terapéuticas

A administracao topica de drogas é amplamente preferida para alcancar maior eficacia
e melhorar a ades&o do paciente, especialmente quando se trata de aplicagdes nos olhos, na pele
e em feridas. A pele, por sua vez, apresenta uma estrutura complexa que atua como uma barreira
fisiologica contra a penetracdo de substancias exdgenas. A localizagéo precisa do medicamento
é um fator crucial em algumas doencas dermatoldgicas, exigindo a entrega direcionada da
substancia ativa as células afetadas. No entanto, esse objetivo representa um desafio

significativo com as abordagens terapéuticas atuais (KOPPA RAGHU et al.,2020).

A selecdo cuidadosa de um veiculo adequado em formulagdes tdpicas semi-sélidas € de
suma importancia, uma vez que a composi¢do e a microestrutura do veiculo podem influenciar
as interacfes farmaco-veiculo e veiculo-pele, bem como afetar a liberagcdo do farmaco e sua
subsequente permeacdo na pele (MANIAN et al., 2022). Uma abordagem estratégica para
otimizar tratamentos terapéuticos topicos consiste na incorporacao de sistemas de entrega de
drogas, como etossomas, transfersomas e niossomas, na formulacdo de hidrogel a base de
poloxamero. Esses sistemas de entrega proporcionam beneficios adicionais, como aumento da
solubilidade de substancias lipofilicas, melhora da permeacao cutanea e maior estabilidade do
farmaco. Ao combinar essas estratégias, é possivel obter formulacdes de poloxamero de
hidrogel altamente eficazes e promissoras para diversas aplicacdes terapéuticas tdpicas
(CRISTIANO et al., 2020).

Poloxamer 407, também conhecido pela marca Pluronic ®F127, é um copolimero
tribloco ndo idnico, soldvel em &gua, formado por um residuo hidrofébico de polioxipropileno
(POP) entre as duas unidades hidrofilicas de polioxietileno (POE) (FIGURA 3). Os hidrogeis
a base de Poloxamer 407 exibem uma interessante caracteristica térmica reversivel. Ou segja,
sdo liquidos a temperatura ambiente,mas assumem a forma de gel quando administrados a
temperatura corporal, o que os torna candidatos atraentes como carreadores de farmacos
farmacéuticos. E usado por sua boa capacidade de solubilizacdo, baixa toxicidade, boas
caracteristicas de liberacdo de drogas e sua compatibilidade com inimeras biomoléculas e
excipientes quimicos, todas essas caracteristicas o tornam um composto Util para o

desenvolvimento de varias formulagdes farmacéuticas (GIULIANO et al.,2018).
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Figura 04. Estrutura quimica do Poloxamer
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As letras x e y representam cadeiras hidrofilicas e hidrofébicas, respectivamente.
Fonte:sigmaaldrich.

Nos ultimos anos, tém sido conduzidos diversos estudos com o objetivo de explorar as
formulagcbes contendo Poloxamer 407, visando melhorar a solubilizacdo de farmacos com
baixa solubilidade em agua e proporcionar um perfil de liberacdo prolongada para diversas
aplicacbes farmacéuticas, como formulagbes orais, retais, topicas, oftdlmicas, nasais e
injetaveis. Embora o uso isolado do Poloxamer 407 ndo tenha demonstrado vantagens
relevantes, descobertas revelam propriedades imunomoduladoras e citotoxicas promissoras
para esse polimero. Essas evidéncias despertam um interesse farmacoldgico significativo,
abrindo possibilidades para sua utilizagdo em terapias avancadas e desenvolvimento de novos
medicamentos (DUMORTIER et al.,2006).

3.5.Toxicidade aguda- efeitos potenciais toxicologicos

Apesar de suas propriedades benéficas para a manutencdo da salde, muitos estudos
apontam que os compostos fenolicos ingeridos em altas concentragcdes podem atuar como pro-
oxidantes e, assim, causar efeitos toxicologicos . Estas atividades podem ser atribuidas a
producdo de espécies reativas de oxigénio como consequéncia da possivel perturbacdo destes
compostos para as células, porém sua natureza pro-oxidativa ndo pode ser simplesmente
definida como nociva, e os riscos e beneficios dependem da situacdo e da concentracdo usado
(de ARAUJO et al.,2020).

Os testes convencionais de toxicidade do desenvolvimento envolvem o uso de modelos
animais in vivo para coleta de dados (LI e XIA, 2019).Esses estudos sdo necessarios pelas
agéncias reguladoras como requisito para avaliar a seguranca de um medicamento antes que 0s
ensaios clinicos possam ser realizados. Por meio de modelos animais, sdo conduzidos estudos
in vivo que fornecem informacdes cruciais sobre os efeitos do medicamento no organismo.
Essas pesquisas permitem uma compreensdo mais aprofundada da toxicidade e dos possiveis
efeitos adversos antes da administragdo do medicamento em seres humanos (SON et al.,2020).
Por outro lado, os testes de toxicidade aguda tém como objetivo determinar a quantidade ou
concentragdo de uma substancia toxica capaz de produzir uma resposta especifica e mensuravel

em um organismo-teste ou populacdo dentro de um curto periodo de tempo, geralmente entre
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24 e 96 horas. Esses testes desempenham um papel importante na avaliagdo dos potenciais

riscos associados a exposicdo aguda a agentes toxicos, fornecendo uma estimativa da
toxicidade imediata da substancia em questdo (GHERARDI-GOLDSTEIN et al.,1990).

O aumento na producao de espécies reativas de oxigénio (EROS) e espécies reativas de
nitrogénio (ERN), derivadas do oxigénio molecular e nitrogénio, respectivamente, pode
resultar em um fendmeno conhecido como estresse oxidativo. Em condi¢des normais, a geracao
de EROS é cuidadosamente regulada em diferentes células e compartimentos celulares. No
entanto, qualquer desequilibrio entre a producéo de EROS e o sistema antioxidante celular pode
levar ao estresse oxidativo (MOOLI et al.,2022).

As espeécies reativas de oxigénio (EROS) acumuladas na ferida podem desencadear
respostas inflamatorias intensas, tornando a ferida mais vulneravel e inibindo a funcdo das
células-tronco endogenas e dos macréfagos, prejudicando assim a regeneracdo do tecido da
ferida. Diante desse cenario, a pesquisa e o desenvolvimento de materiais funcionais que sejam
capazes de remover as EROS, além de possuirem propriedades anti-inflamatérias e
bacteriostéaticas, tém se mostrado de suma importancia para regular o microambiente da ferida
de forma efetiva. Esses materiais sdo capazes de criar um microambiente propicio a
cicatrizacdo de feridas, e, portanto, constituem um topico de grande relevancia no campo do
tratamento de feridas atualmente (CHEN et al., 2022).

Nos estudos com biomarcadores, ¢ atribuido um grande destaque ao desenvolvimento
de ensaios que visam quantificar a atividade de enzimas que desempenham um papel-chave em
processos fisiologicos, como a neurotransmissdo, a desintoxicacdo, a respiracdo e a resposta
antioxidante. Essas enzimas desempenham funcgdes essenciais no organismo e suas atividades
podem ser medidas como indicadores importantes para avaliar a salde e a toxicidade de
substancias em estudo. A quantificacdo da atividade dessas enzimas em testes de toxicidade
fornece informagbes valiosas sobre os efeitos das substancias em diferentes processos
biol6gicos e ajuda a compreender 0s mecanismos envolvidos nas respostas do organismo
(OLIVEIRA, 2014).

As principais enzimas utilizadas como biomarcadores oxidativos séo a catalase (CAT)
e a superoxido dismutase (SOD). A catalase € uma enzima contendo porfirina tetramerica
encontrada em quase todos 0S organismos Vivos expostos ao oxigénio. Sua localizacéo
principal ocorre nos peroxissomos e sua funcao € a oxidacdo do peroxido de hidrogénio, além
de poder catalisar a oxidacdo de diversos metabdlitos e toxinas. Por sua vez, a superoxido
dismutase (SOD) é um grupo de enzimas que desempenham um papel crucial na defesa
antioxidante contra os radicais superdxidos altamente reativos. Essas enzimas realizam a
dismutacdo desses radicais, convertendo-os em peroxido de hidrogénio (H202) e oxigénio
(02) (TEJCHMAN et al.,2021). A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima derivada de

leucdcitos que € liberada por neutrdfilos e monadcitos ativados. Sua producdo ocorre como
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resultado da resposta inflamatéria e do estresse oxidativo. Ja a melanina é o pigmento

responsavel por proteger a pele de raios ultravioleta, formadores de espécies reativas de
oxigénio (EROS) (BRAGA, 2021). A avaliacdo do nitrito como biomarcador do estresse
oxidativo é de extrema importancia, uma vez que sua quantificacdo e determinacao permitem
identificar sua presenga em diferentes contextos. O nitrito ndo apenas pode atuar como um
potencial agente poluidor, mas também esta relacionado a problemas de saude (FERREIRA et
al.,2022).

3.6. Modelos alternativos em toxicologia: o potencial dos invertebrados como

organismos de estudo

Os métodos alternativos sdo considerados como qualquer abordagem que possa
substituir, reduzir ou aprimorar 0 uso de experimentos com animais na pesquisa biomédica,
ensaios ou ensino. Segundo a Lei Arouca (Lei 11.794/2008), é proibido realizar experimentos
em animais, mesmo para fins educacionais ou cientificos, quando existirem recursos
alternativos disponiveis (FIOCRUZ, 2011). O principio dos 3Rs estabeleceu a expectativa de
eliminar o uso de modelos animais (substituicdo), mas, considerando que isso ndo era viavel,
toda pesquisa deveria buscar proporcionar o minimo de sofrimento possivel, reduzindo
(reducdo) o numero de animais utilizados e aprimorando (refinamento) as técnicas de manejo
e intervencdo. Ao mesmo tempo, em 1978, a UNESCO publicou a Declaracdo Universal dos
Direitos dos Animais, da qual o Brasil é signatario, com o objetivo de estabelecer parametros
juridicos para a utilizacdo e convivéncia harmoniosa com os animais (FURLAN & FISCHER,
2020).

Daphnia magna (Straus), um zooplancton de agua doce da ordem Cladocera, tem se
destacado como um modelo alternativo invertebrado em pesquisas ecotoxicoldgicas. Sua
escolha como espécie teste padrdo baseia-se em varias vantagens, incluindo sua facilidade de
manuseio em laboratério e sua alta sensibilidade a uma ampla gama de substancias toxicas.
Outro modelo alternativo invertebrado amplamente utilizado em ecotoxicologia é a Artemia
salina, uma espécie de artémia da ordem Anostraca. Sua escolha como organismo teste é
baseada em sua confiabilidade, viabilidade e custo-beneficio dos testes realizados. A Artemia
salina é conhecida por sua adaptabilidade a diferentes condi¢fes ambientais e sua capacidade
de responder a diversos tdxicos de maneira semelhante a outros organismos aquaticos
(SEREMET et al.,2018).

A utilizacdo de insetos como modelos alternativos apresenta diversas vantagens em
relacdo aos modelos tradicionais de mamiferos. Uma das principais vantagens é a auséncia de
restri¢Oes éticas, tornando-0s uma opg¢do mais ética e acessivel para a pesquisa cientifica. Além
disso, a criacdo de insetos é relativamente barata e de facil manutencdo, ndo exigindo a

necessidade de um laboratdrio sofisticado. Outro aspecto favoravel € o curto ciclo de vida dos
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insetos, o que possibilita a realizacdo de experimentos em larga escala em um curto periodo de

tempo. Isso € especialmente vantajoso para estudos que requerem analises em diferentes
estagios de desenvolvimento ou avaliacdes de longo prazo. Dentre os insetos utilizados como
modelos alternativos, destacam-se a mosca-das-frutas Drosophila melanogaster, bem como
algumas espécies de Lepidoptera (borboletas e mariposas) e os besouros da ordem Coleoptera
também sdo modelos alternativos relevantes, com destaque para as larvas de Tenebrio molitor,
conhecidas como larvas de farinha (de SOUZA et al.,2018).

O modelo alternativo escolhido para a pesquisa € o Zophobas morio, que pertence a
grande familia de besouros conhecidos como Tenebrionidae. O ciclo de vida desse inseto é
composto por estagios distintos, incluindo ovos, larvas, pupa e estagio adulto, como ilustrado
na Figura 4 (Rumbos & Athanassiou, 2021). Dentro da ordem Coleoptera, que abrange os
besouros, essa espécie especifica é conhecida como besouros escuros. E importante ressaltar
que a fase larval do Zophobas morio é a mais utilizada para analises em pesquisas (ANDRADE
etal., 2021).

Figura 05. Estagios da vida de Zophobas morio, de ovo a adulto: (A) ovos, (B) larvas,
(C) pupa e (D) adulto.
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Fonte: Adptado de Rumbos & Athanassiou, 2021.

Devido as preocupaces éticas e a pressdo social, os pesquisadores tém adotado cada
vez mais modelos alternativos aos vertebrados em suas investigacdes cientificas. Esses
modelos permitem a realizacdo de avaliacGes diversas, como toxicologia, dose-dependéncia e
efeitos antimicrobianos, antes mesmo de serem extrapoladas para estudos em animais. O uso
de invertebrados em fases iniciais da pesquisa, ou quando o objetivo é a avaliacdo preliminar
dos efeitos farmacologicos e toxicos de um composto ou planta medicinal, possibilita uma
abordagem mais racionalizada em relacdo ao uso de animais. Essa abordagem contribui para
minimizar o numero de animais utilizados nos experimentos, ao mesmo tempo em que fornece
informacdes valiosas para o desenvolvimento de novos medicamentos e terapias (PRIMO et
al., 2021).
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3.7. Cicatrizacdo de Feridas Cut@neas: mecanismos e estratégias terapéuticas

A cicatrizacdo de feridas cutaneas é um processo fundamental para a regeneracdo da
pele danificada. Essa complexa sequéncia de eventos pode ser dividida em quatro fases
distintas: hemostasia, inflamacéo, proliferacéo e remodelacdo (Figura 05) (SHEDOEVA et al.,
2019). Cada fase desempenha um papel crucial na restauracdo da integridade da pele. A
capacidade de regenerar e reparar o tecido lesado é essencial para a manutencao da vida humana
e animal. Assim como em outros 6rgdos, a cicatrizacdo de feridas cutdneas € um processo
dindmico que envolve respostas adaptativas do tecido a diferentes tipos de agressdes
(GHAHARY e GHAFFARI, 2007).

Apbds uma lesdo cutdnea aguda, ocorre a hemostasia, seguida de uma resposta
inflamatdria que envolve a ativacdo e recrutamento de células do sistema imune, como
neutrofilos, mondcitos e macrofagos, para o local da lesdo. Essas células desempenham um
papel critico na modulacgdo da proliferacdo e migracdo de queratindcitos durante o processo de
epitelizacdo (PASTAR et al., 2014a). Os neutrofilos removem principalmente as bactérias,
seguidos pelos monacitos que se diferenciam ainda mais em macrofagos que exercem funcées
pré-inflamatorias precoces e antiinflamatorias tardias durante o processo de cicatrizacao.
Segue-se a deposicdo da matriz de fibrina recém-sintetizada e a formacgdo de tecido de
granulacdo, estes sdo subsequentemente substituidos por colageno e tecido cicatricial durante
0s estagios finais da cicatrizacdo da ferida. A fase proliferativa da cicatrizacdo de feridas é
caracterizada por reepitelizacdo, neovascularizacdo e deposi¢cdo de matriz extracelular
(PASTAR et al., 2021b).

Figura 06. Fases do processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas

(2) Inflamacio (3) Proliferacio (4) Remodelagio

(1) Hemostasia

Fonte: Adaptado de TRINH et al., 2022.

As feridas representam um desafio significativo para a satde, especialmente em paises
em desenvolvimento, onde 0s recursos sdo escassos e o financiamento € limitado. A pesquisa
sobre agentes de cicatrizacdo de feridas tem sido uma area em crescimento nas ciéncias
biomédicas, e vérios estudos tém sido conduzidos utilizando diferentes modelos de

cicatrizacdo. No entanto, apesar dos avangos na industria farmacéutica, a disponibilidade de
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medicamentos capazes de estimular efetivamente o processo de reparo de feridas ainda é

limitada (OGUNTIBEJU, 2019).

A ocorréncia de uma ferida resulta em uma perturbacdo na integridade celular,
anatébmica e funcional da pele devido a diversos tipos de danos, como fisicos, quimicos,
térmicos, microbianos ou imunoldgicos, levando a ruptura da estrutura e funcdo do tecido
normal subjacente (KUMAR et al., 2007). Durante o processo de cicatrizacao, é essencial
remover os produtos inflamatdrios que sdo gerados como parte do mecanismo de defesa contra
patdgenos invasores (OSO et al., 2018). Nesse contexto, o0 objetivo do tratamento de feridas €
acelerar a cicatrizacao e reduzir os riscos de complicacoes indesejaveis (MEKONNEN et al.,
2013).

As fases de cicatrizacdo de feridas normalmente seguem um curso previsivel e
oportuno, porém, em alguns casos, podem ocorrer desvios que levam a condigdes cronicas,
como Ulceras venosas, ou a formacao de cicatrizes patologicas, como cicatrizes queloides
(THAKUR et al., 2011). O processo natural de cicatrizacdo de feridas (aguda) ocorre por meio
de diversas fases sobrepostas, que incluem uma resposta inflamatdria, migracdo celular,
proliferacdo, deposicdo de matriz e remodelagédo tecidual. A interrupgdo ou desregulagéo de
uma ou mais dessas fases pode resultar em feridas que ndo cicatrizam de forma adequada
(crénicas) (EMING et al., 2014).

Apbs a lesdo, as plagquetas aderem ao colageno tipo 1 exposto e tornam-se ativadas,
secretando glicoproteinas que levam a agregacdo plaquetaria. O complexo secreta fatores que
interagem entre si para estimular a cascata de coagulacéo intrinseca por meio da producao de
trombina, a trombina, por sua vez, estimula a formacdo de fibrina a partir do fibrinogénio. A
malha de fibrina, juntamente com as plaquetas, se agrega em um tampao hemostatico estavel
(OGUNTIBEJU,2019). As plaquetas retidas no coagulo desempenham um papel crucial ndo
apenas na hemostasia, mas também fornecem uma fonte de fatores de crescimento e citocinas
pré-inflamatorias que medeiam o recrutamento de células inflamatérias e fibroblastos para o
local da ferida. A fase inicial inflamatdria do processo de cicatrizagdo € caracterizada pela
ativacdo local do sistema imunoldgico inato, resultando em um influxo precoce de leucdcitos
polimorfonucleares, seguido pela invasdo de mondcitos sanguineos, que se diferenciam em
macrofagos teciduais (EMING et al., 2009a).

Em feridas cronicas, a inflamagdo pode ser prolongada, sugerindo que essas feridas
podem estar presas em um estado inflamatério croénico que ndo progride adequadamente.
Estudos recentes em tecidos e fluidos de feridas cronicas indicam uma competi¢do constante
entre sinais inflamatdrios e anti-inflamatdrios, resultando em um ambiente desequilibrado para
a cicatrizacdo adequada da ferida (EMING et al., 2014b).

Durante a fase de formacgdo do tecido, varias células, como células endoteliais
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invasoras, macrdéfagos e fibroblastos atuam na neoformacdo do tecido de granulagéo,

preenchendo e cobrindo a &rea da ferida. A reepitelizacdo também ocorre nessa fase, visando
restaurar a integridade do tecido (EMING et al., 2009). Na fase de proliferacdo, além da
reepitelizacdo, ha a formacdo de novos vasos sanguineos por meio da angiogénese e a sintese
de colageno para a formacao da nova matriz extracelular (BEKESCHUS et al., 2021). Apoés a
concluséo da reepitelizacdo, a proliferacdo celular e a neovascularizagdo diminuem, e a ferida
entra na fase de maturacdo, que pode durar varios meses (EMING et al., 2009). Durante essa

fase, ocorre o remodelamento do colageno e da vasculatura.

Diversos tipos de células estdo envolvidos no processo de cicatrizagdo. Os fibroblastos,
juntamente com os queratindcitos, sdo essenciais para a deposi¢do da matriz extracelular e a
remodelagéo do tecido, garantindo o fechamento adequado da ferida. A migragdo sequencial
de neutrofilos, macrofagos e linfocitos desempenha um papel fundamental na erradicacdo de
agentes infecciosos, na montagem de respostas imunes antimicrobianas, na regulacdo da
inflamacdo e na orquestracdo das fases de cicatrizacdo de feridas e migracdo celular
(BEKESCHUS et al., 2021).
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CAPITULO 1

Avaliacdo da toxicidade aguda do acido elagico e acido galico incorporado ao gel

com Poloxamer407®, em larvas de Zophobas morio

Evaluation of the acute toxicity and antioxidant activity of elagic acid and gallic

acid incorporated in the gel with Poloxamer 407®, in larvae of Zophobas morio
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Avaliacéo da toxicidade aguda do acido elagico e &cido galico incorporado ao gel

com Poloxamer407®, em larvas de Zophobas morio

Evaluation of the acute toxicity and antioxidant activity of elagic acid and gallic acid

incorporated in the gel with Poloxamer 407®, in larvae of Zophobas morio
Campelo, J,; E.; S

! Doutoranda em Medicina Veterinaria, Universidade Federal do Piaui, Teresina, Pl,
Brasil.
jamilly_erica@hotmail.com

Resumo

O é4cido gélico (AG) possui propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e antimicrobianas, enquanto o &cido
elagico (AE) demonstra atividade anticancerigena, antiviral e fotoprotetora. Neste estudo, foi testada a
combinacdo dessas substancias incorporadas ao gel poloxamer buscando verificar o efeito individual das
substancias, além de aproveitar um provavel efeito associado, visando proporcionar beneficios terapéuticos
adicionais, como cicatrizacdo. Como resultado da incorporacdo, obteve-se formulacdes contendo AG, AE e
AG+AE, que foram avaliadas quanto aos efeitos do ciclo gelo-degelo sobre o pH, que revelou uma diminuicéo
significativa (p<0,05)na maioria das amostras, incluindo o veiculo (sem farmaco) e o gel contendo os dois
farmacos. Nenhuma amostraapresentou variacédo fora da faixa de pH normal para a pele, com valores variando de
4,8 a 6,0. Quanto a condutividade, as formulagdes AG, AE e AG+AE mostraram reducéo (p<0,05) ap6s o ciclo
de gelo-degelo. O teor de fa&rmacos nas formulag@es variou de 95,86% a 101,35% inicialmente, para 91,30% a
101,51%, ap6s o ciclode gelo-degelo. Quanto a liberagdo dos farmacos, os resultados revelaram os seguintes
percentuais acumulados: AG-3% - 92,58% apds 1,5 hora; AE-3% - 51,60% ap06s 6 horas; AG+AE (1,5%=1,5%)
- 99,91% ap6s 2 horas; AG+AE-(1,5%=1,5%) liberou 57,06%, ap6s 6 horas. Quanto a toxicidade aguda, foi
observado que o grupo tratado comAG apresentou uma menor taxa de sobrevivéncia das larvas (40%) na dose 3000
mg/Kg na formulagdo. Seguindoa mesma tendéncia, no teste da concentra¢do dose letal aguda (DL50) realizada
nas larvas de Zophobas morio, foi observado, para 0 AG, uma DL50 de 2191,51 mg/Kg em 48 horas. A analise da
melanina demonstrou diminui¢donas concentragdes 30 mg/Kg no grupo AG, 3mg/Kg do AE e 3, 300, 3000 mg/Kg
do AG+AE, dos farmacos puros.Nos grupos com os farmacos incorporados ao gel, observou-se diminui¢éo
significativa (P<0,05) da melanina noveiculo (gel), nas concentragdes de 300 e 3000 mg/Kg do AG e AE. Ja na
associacdo de AG+AE foi observado redugdo nas concentracfes de 3 e 30mg/Kg quando comparado ao grupo
controle. Assim, a formulacdo apresentou boa qualidade como formulagdo farmacéutica de uso topico e efeito
protetor contra o estresse oxidativo, sendo promissor para uso em terapias cutaneas.

Palavras- chave: Bioensaio, modelo alternativo, ensaio toxicoldgico, associagdo de substancias ativas.
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Avaliacéo da toxicidade aguda do &cido elagico e acido gélico incorporado ao gel

com Poloxamer407®, em larvas de Zophobas morio

Evaluation of the acute toxicity and antioxidant activity of elagic acid and gallic acid

incorporated in the gel with Poloxamer 407®, in larvae of Zophobas morio
Campelo, J,; E.; S

! Doutoranda em Medicina Veterinaria, Universidade Federal do Piaui, Teresina, Pl,
Brasil.
jamilly_erica@hotmail.com

Abstract

Gallic acid (GA) has antioxidant, anti-inflammatory and antimicrobial properties, while ellagic acid (EA)
demonstrates anticancer, antiviral and photoprotective activity. In this study, the combination of these substances
incorporated into the poloxamer gel was tested, seeking to verify the individual effect of the substances, in addition
to taking advantage of a probable associated effect, aiming to provide additional therapeutic benefits, such as
healing. As a result of the incorporation, formulations containing AG, EA and AG+AE were obtained, which were
evaluated for the effects of the freeze-thaw cycle on pH, which revealed a significant decrease (p<0.05) in most
samples, including the vehicle (without drug) and the gel containing the two drugs. No sample showed variation
outside the normal pH range for the skin, with values ranging from 4.8 to 6.0. As for conductivity, the AG, EA
and AG+AE formulations showed a reduction (p<0.05) after the freeze-thaw cycle. The drug content in the
formulations ranged from 95.86% to 101.35% initially to 91.30% to 101.51% after the freeze-thaw cycle. As for
drug release, the results revealed the following accumulated percentages: AG-3% - 92.58% after 1.5 hours; AE-
3% - 51.60% after 6 hours; AG+AE (1.5%=1.5%) - 99.91% after 2 hours; AG+AE-(1.5%=1.5%) released 57.06%
after 6 hours. As for the acute toxicity, it was observed that the group treated with AG had a lower survival rate
of the larvae (40%) at the dose of 3000 mg/Kg in the formulation. Following the same trend, in the acute lethal
dose concentration test (LD50) performed on Zophobas morio larvae, an LD50 of 2191.51 mg/Kg was observed
for AG in 48 hours. Melanin analysis showed a decrease in concentrations of 30 mg/Kg in the AG group, 3mg/Kg
of EA and 3, 300, 3000 mg/Kg of AG+EA, of pure drugs. In the groups with drugs incorporated into the gel, there
was a significant decrease (P<0.05) of melanin in the vehicle (gel), at concentrations of 300 and 3000 mg/Kg of
AG and EA. In the association of AG+EA, a reduction in the concentrations of 3 and 30mg/Kg was observed
when compared to the control group. Thus, the gel showed good quality as a pharmaceutical formulation for
topical use and low toxicity, being promising for use in cutaneous therapies.

Keywords: Bioassay, alternative model, toxicological assay, combination of active substances.
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4. INTRODUCAO

O éacido galico (AG) e o &cido elagico (AE) sdao compostos naturais conhecidos por suas
propriedades antioxidantes e potenciais beneficios para a satde. Neste estudo, uma abordagem
relevante foi a incorporacdo dessas substancias ao gel com Poloxamer407®, um veiculo
amplamente utilizado em formulagdes farmacéuticas. Esses acidos, pelas suas propriedades ja
conhecidas mostram-se promissores quanto ao potencial terapéutico, seja isoladamente ou a

associacdo entre eles, devido a propriedades complementares.

Numerosos estudos tém comprovado os efeitos antioxidantes do acido galico, os quais
estdo relacionados a reducdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS).O acido
elagico tem despertado cada vez mais interesse devido aos seus potenciais beneficios para a
salde, como seus efeitos antioxidantes, anti- inflamatorios, antivirais e anticancerigenos.
Diversos estudos também tém demonstrado a eficacia do &cido elagico contra uma variedade
de patdgenos, incluindo bactérias, fungos e parasitas. Além disso, o acido elagico pode
desempenhar um papel na reducdo dos danos causados pela radiacdo UV, seja mediando a
cascata inflamatoria ou reduzindo o estresse oxidativo nas células da pele (BAI et al., 2022).
Nesse contexto, compostos com propriedadesantioxidantes, como o &cido elagico e acido
galico, tém sido alvo de investigacdes como potenciais agentes terapéuticos, esses compostos

séo conhecidos por sua capacidade de neutralizar EROs, reduzindo o estresse oxidativo.

Contudo, antes de utilizar esses compostos em formulac@es terapéuticas, é fundamental
avaliar sua toxicidade aguda. A avaliacdo da toxicidade é uma etapa fundamental na descoberta
de medicamentos, pois somente compostos que demonstrem seguranga em ensaios pré-clinicos
podem progredir para as fases clinicas. Consequentemente, varios modelos de toxicidade pré-
clinica foram desenvolvidos e usados para prever o comportamento toxico de novos compostos

em humanos e excluir preliminarmente compostos inseguros (BRAI et al., 2023).

Os valores de DL50 (dose letal 50, que é a dose de uma substancia que se espera causara
morte de 50% dos animais testados) ou CL50 (concentracdo letal 50, para exposicdo por
inalagdo) sdo frequentemente utilizados em testes de toxicidade sistémica aguda em roedores
para classificar substancias em diferentes categorias de toxicidade, que por sua vez determinam
0s avisos de perigo exibidos nos rotulos dos produtos. (STRICKLAND et al., 2018). Entretanto,
0 uso de modelos alternativos, como invertebrados, esta ganhando cada vez mais
reconhecimento como uma abordagem valida para avaliar a toxicidade de substancias,
proporcionando uma alternativa ética e reduzindo a necessidade de testes em animais

vertebrados.

A incorporacdo do acido eléagico e acido galico ao gel com Poloxamer407® permite

uma administracdo precisa e controlada, simulando a aplicacdo topica em feridas cutaneas.
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Além da avaliacdo da toxicidade aguda, também sera avaliado o potencial efeito terapéutico

desses compostos em larvas de Zophobas morio. Serdo analisados parametros bioguimicos
relacionados ao estresse oxidativo, como a atividade de enzimas antioxidantes e a concentracdo
de espécies reativas de oxigénio. Os resultados deste estudo fornecerdo informac@es valiosas
sobre a toxicidade aguda do &cido elagico e acido gélico e seu potencial efeito antioxidante em
larvas de Zophobas morio. Esses dados contribuirdo para o desenvolvimento futuro de terapias

que visem reduzir o estresse oxidativo e promover a cicatrizacéo de feridas.
5. MATERIAL E METODOS
5.5. Substancias utilizadas

O Acido elagico (AE) (Lote: 202204477-100G) foi obtido da ActivePharmaceutica
(Brasil) e 0 Acido galico (AG) (Lote: 0178/1122) foi obtido pela ACS Reagentes (Brasil). O

Poloxamer 407® foi obtido da ChemSpecs e o acido oleico adquirido na Synth (Brasil).

5.6. Obtencdo e avaliacdo da estabilidade termodinadmica do gel tépico de
acido galico (AG),acido elagico (AE) e a combinac¢do de ambos (AG+AE)

Para obter o gel contendo &cido galico (AG), acido elagico (AE) e a combinacdo de
ambos (AG+AE), o Poloxamer 407® na concentracdo de 20% foi hidratado sob refrigeracao
por 24 horas (over night). Em seguida, os farmacos foram incorporados por levigacdo com
acido oleico a uma concentracdo de 5%. Ap0s 24 horas do preparo das formulagdes, verificou-
se macroscopicamente a homogeneizacdo e estabilizacdo das mesmas (PANDEY et al.,2009);
(UR-REHMAN et al., 2011). As formulagdes de AG e AE foram utilizadas na concentragéo de
3% (ALVES et al., 2020), enquanto que para a formulacdo contendo a associacdo, essa
concentracdo foi reduzida para 1,5% de cada composto, a fim de avaliar o efeito da

combinacéo.

O estudo de estabilidade preliminar foi realizado por meio da analise dos seguintes
parametros: caracteristicas organolépticas, pH determinado a temperatura ambiente (25,0 + 2,0
°C) usando um medidor de pH de bancada Simpla PH140 apds uma diluicdo a 10% com agua
destilada (média + DP, n = 3), condutividade elétrica, as medidas de condutividade foram
realizadas em temperatura ambiente (25,0 £ 2,0 °C) usando um condutivimetro de bancada
MB-11 da marca Marte por imersdo direta do eletrodo na amostra, sem prévia diluicdo e o teor
do AG, AE e AG+AE na preparacdo semissolida foi realizado usando um espectrofotdmetro
Shimadzu uv-1800. Na andlise organoléptica das formulacdes, foram observados o seu aspecto,
cor, homogeneidade e processos de instabilidade como separacdo de fase. Os parametros foram
analisados no inicio dos estudos (TO) e logo em seguida ao teste de gelo-degelo pelo método
de termociclagem para um estudo de estabilidade acelerada. As formulagdes foram submetidas

por cinco ciclos de termociclagem de congelamento e descongelamento. Cada ciclo consistiu
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em 15 min de congelamento (-20 °C) em refrigerador (BRASTEMP, Brasil), seguido de 15

min de descongelamento (70 °C) em estufa (Icamo, Brasil). Ao final de cinco ciclos, as
formulag6es foram verificadas quanto a quaisquer alteracdes visiveis, fisicas e organolépticas
(SINGHet al., 2014)
5.3 Cinética de liberacé&o in vitro de gel topico de acido galico (AG), &cido elégico
(AE) e a combinacdo de ambos (AG+AE)

O estudo foi conduzido utilizando-se membranas de nitrato de celulose (0,45um) em
células de difusdo tipo Franz com area difusional de 1,77 cm? e volume de 14 mL. O
compartimento receptor foi preenchido com tampéo fosfato pH 7,4 associado a 20% de EtOH
num sistema composto por células individuais (32 + 0,5 °C, 100 rpm). Aplicou-se 400mg de
formulacdo no compartimento receptor diretamente sobre a membrana. As amostras da solu¢édo
receptora foram coletadas nos tempos 0,5, 1, 1,5, 2, 4, 6 h. As leituras das aliquotas coletadas
foram realizadas em UV/Vis A=270,2nm para AG, 283,8 nm paraAE, 221 nm para acido galico
(associado ao elagico) e 259,8 nm para acido elagico (associado ao galico). O volume total da
fase receptora foi substituido a cada amostragem para reposicdo do meio (FIGUEIREDO et
al.,2016).

5.4. Modelo alternativo invertebrado — Zophobas morio

Os experimentos foram realizados na Universidade Federal do Piaui, no Laboratério de
EstudosFuncionais e Moleculares em Fisiofarmacologia — LAFMOL. As larvas de Zophobas
morio usadas para avaliar a toxicidade aguda foram adquiridas no Laboratério Fisiologia do
Departamento de MorfofisiologiaVeterinaria (CCA/UFPI). As larvas foram mantidas em caixas
organizadoras de plastico com dimensdesde 60 x 40 x 80 cm com agua e racdo ad libidum em
sala fechada com temperatura ambiente 25 °C + 2 °C. Foram selecionadas para o experimento,
as larvas com peso entre 400 e 500 mg, de cor clara e uniforme, sem manchas escuras ou

acinzentadas, divididas em grupos previamente organizados.
5.5. Avaliagéo de toxicidade aguda em larvas de Z. morio

Para avaliar a toxicidade aguda, foram utilizadas 10 larvas de Z. morio para cada
concentragéo testada, em duplicada. O protocolo foi realizado em duas etapas: aplicagdo das
substancias AG, AE e AG+AE nas concentracdes 3, 30, 300 e 300 mg/Kg e aplicacdo das
substancias AG, AE e AG+AE incorporadas ao gel com Poloxamer407® nas concentragdes 3,
30, 300 e 300 mg/Kg. Foram aplicadas topicamente nas larvas, em um volume de 10 pL,
utilizando-se uma seringa Hamilton (modelo 701 N, mandmetro 26, capacidade de 100 uL)
para a administragdo no hemocele, no segundo ou terceiro esternito visivel acima das pernas,
na regido ventral. As larvas foram incubadas em temperatura ambiente em placas de Petri

contendo dieta de reproducdo, e o nimero de larvas mortas foi avaliado ap6s 48 horas. Para


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Singh%2BVK&cauthor_id=25444661

39
determinar a mortalidade das larvas, foi realizada uma inspecao visual individual para verificar

a presenca de melanizag&o e/ou resposta a estimulos fisicos apds um toque suave (DE SOUZA
et al.,2015).

5.6. Dose Letal (DL50)

O protocolo de dose letal das larvas envolveu a determinagdo da quantidade de uma
substancia necessaria para causar a morte de uma determinada porcentagem da populacao-alvo.
O objetivo foi determinar a dose em que 50% dos individuos expostos sdo mortos, conhecida
como DL50. As substancias AG, AE, AG+AE puros e incorporados ao gel de Poloxamer foram
testadas nas seguintes concentragdes: 3, 30, 300, 3000 mg/Kg. Para cada amostra foram
avaliadas 10 larvas, em duplicata. Os resultados foram avaliados em 24 h e novamente apds 48
h, considerando-se como mortas as larvas que nao reagiram a estimulos mecanicos (pin¢a) e/ou
presenca de melanizacdo. A estimativa da DL50 foi feita pela Regressdo linear de produtos log
base 10. (LEI e SUN, 2018).

5.7. Protocolo experimentais ex vivo

5.7.1 Efeitos bioquimicos em larvas de Zophobas morio e Atividade das enzimas

antioxidantes
e Coleta do homogenato

Apos aplicacdo dos farmacos descrito no item acima, adicionou-se 5 larvas
de Z. morio no gral em duplicata e acrescentou-se 1 ml da solugcdo tampao Fosfato de
Sodio ph 7,4 para melhor homogeneizacdo. Apds isso, macerou-se as larvas
retirando 0 maximo possivel de fragmentos sélidos, despejou-se em um microtubo,
coletando somente o homogenato.

e Ensaio da melanina em larvas de Zophobas morio

As larvas foram homogeneizadas em 2ml de tampao fosfato. Coletou-se 0 homogenato
e realizou-se a centrifugacdo desse homogenato a 3000 rpm, por 10 minutos. Coletou-se 10uL
dosobrenadante dessa centrifugacdo em duplicata em microplaca e adicionou-se 190uL de
tampdo Fosfatode Sddio pH 7,4. Prossegueu-se entdo para a leitura em espectrofotdmetro

GloMax a 405nm, sendo obtidas as absorbancias para cada amostra.

e Ensaio de glutationa reduzida (GSH)

Para avaliar a glutationa reduzida (GSH) nas larvas, utilizamos uma solucdo tampéo
contendo &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) a uma concentracdo de 0,02 M. A proporcao
usada foi de 100 pL de amostra para 1 mL de tampé&o. O sobrenadante da segunda centrifugagéo
do homogeneizado foi coletado e diluido com igual volume de uma solugdo de acido

tricloroacético (ATA) a 10%. Essa mistura foi agitada por 30 segundos e centrifugada a 3000
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rpm por 15 minutos. Parte do sobrenadante foi coletado e misturado com dois volumes de uma

solugédo tampdo Tris contendo tris(hidroximetil)aminometano (Tris) a 0,4 M, EDTAa0,2Me
pH 8,9. Para realizar a leitura, adicionamos 50 pL de acido 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzoico)
(DNTB) a 0,01 M a cada 3 mL da solucao a ser analisada. Ajustamos o espectrofotbmetro para
0 comprimento de onda de 412 nm, zerando-0 com um branco (2 mL de &gua destilada, 4 mL
de tampéo Tris e 100 uL de DNTB a 0,01 M), e realizamos a leitura da amostra usando um
espectrofotdmetro biospectro SP-220. As concentracbes em UM de grupamentos sulfidrila
reduzidos sdo obtidas multiplicando a absorbancia do teste pelo fator 317,8 (HABEEB, 1972).

e Ensaio da atividade da catalase

O ensaio da atividade da catalase foi realizado seguindo o método descrito por Beutler
(1975). A atividade da catalase foi determinada pela velocidade de decomposicéo do perdxido
de hidrogénio (H202) pela enzima, medida pelo decréscimo da densidade optica a 230 nm a
uma temperatura de 37°C. Inicialmente, foi feita a diluicho do homogeneizado em um
eppendorf, adicionando 10 pL do sobrenadante obtido da centrifugacdo do homogeneizado das
larvas junto com 490 pL de uma solugdo tampéao chamada Tris HCI 1M EDTA 5 mM pH 8.
Em seguida, o espectrofotdmetro (Bioespectro SP220) foi ajustado para o comprimento de onda
de 230 nm e zerado com agua destilada. A leitura do meio de reacéo foi realizada adicionando
2 mL da solucdo em uma cubeta de quartzo, verificando se a absorbancia atingia
aproximadamente 0,650. Apds isso, as amostras foram preparadas pipetando 10 pL da diluicdo
do sobrenadante e 2000 puL do meio de reacdo em uma cubeta de quartzo. Foram realizadas
leituras da absorbancia no tempo 0 e ap6s 6 minutos no espectrofotdmetro modelo Bioespectro
SP220. Uma unidade (U) da catalase correspondeu a atividade da enzima capaz de hidrolisar 1
pmol de H202 por minuto a 37°C em pH 8,0.

5.8. Analises Estatisticas

Anaélise de variancia (ANOVA) e teste de t-student foi realizado para a avaliacdo da
estabilidade preliminar das formulagdes. A curva de sobrevivéncia das larvas de Z. morio foram
plotadas pela andlise de Kaplan-Meier . A analise dos dados de toxicidade (DL50) foi feita
usando Regressdo linear de produtos Log10. Foi realizado ANOVA e pés-teste de Bonferroni
usado para comparagGes entre 0S grupos nos ensaios ex vivo, sendo cada estudo feito em
duplicata. Diferencgas foram consideradas significativas quando P<0,05 como nivel maximo de

significancia estatistica.

6. Resultados

e Obtencao e avaliacdo da estabilidade termodinédmica do gel topico de &cido galico
(AG), acido elagico (AE) e a combinacédo de ambos (AG+AE)
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A tabela 01 e as figuras 01, 02 e 03 apresentam os resultados da avaliagdo da

estabilidade preliminar das formulagbes testadas quanto as caracteristicas
organolépticas, ao pH, Condutividade e Teor (%) antes e depois do ciclo gelo-

degelo.

Tabela 01. Avaliacdo das caracteristicas organolépticas de gel topico de AG, AE e AG+AE.

FORMULACAO CARACTERISTICAS ORGANOLETICAS
Tempo 0
AG Normal
AE Normal
AGHAE Normal
Pos gelo-degelo
AG Ligeiramente modificado
AE Ligeiramentes modificado
AGHAE Ligeiramente modificado

O ciclo gelo-degelo em relacdo ao pH, causou uma reducdo (p<0,05) na maioria das
amostras, incluindo o gel branco (sem farmaco) e o gel contendo os dois farmacos, porém
nenhuma amostra obteve variacdo superior a faixa de pH normal para pele. Os valores de pH
variaram de 4,8 a 6,0 (Figura 1A). Apo6s o ciclo de congelamento e descongelamento, o pH
variou de 4,4 a 6,0 (Figura 1A), com diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) em AE,
AG, AE+AG e o gel.
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Figura 01. pH médio das formulacbes de gel, antes e apos o ciclo de congelamento-

descongelamento.
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Legenda: AG- &cido gélico, AE- acido elagico e AG+AE- 4cido galico associado com &cido eldgico. ANOVA one-
way foi realizada seguida do pés-teste de comparag¢fes multiplas de Bonferroni, assumindo * p < 0,05 ** p <0,01;
*** pn <0,001.

Em relacdo a condutividade, todas as formulacbes apresentaram diminuicdo da
condutividade apo6s o ciclo de congelamento-descongelamento (Figura 2), com AG, AE,
AG+AE apresentando diferenca estatisticamente significativa apds o teste de estabilidade
(p<0,05).

Figura 02. Condutividade média das formulacdes de gel, antes e ap6s o ciclo de congelamento-

descongelamento
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Legenda: AG- acido galico, AE- acido elagico e AG+AE- acido galico associado com acido elagico. ANOVA one-
way foi realizada seguida do poOs-teste de comparagGes mdltiplas de Bonferroni, assumindo* p <0,05 **p
<0,01; *** p< 0,001.

Pode-se observar que o teor do farmaco nas formulacdes variou de 95,86% a 101,35%

e que apos o ciclo de congelamento-descongelamento variou de 91,30 % a 101,51%. Uma
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diferenca estatisticamente significativa em relacéo ao teor antes e apos o ciclo de aquecimento-

resfriamento (p < 0,05) foi observada apenas em AE e AE +AG (1,5% do AE) (Figura 3).

Figura 03. Teor das formulacBes de gel, antes e ap6s o ciclo de congelamento-

descongelamento.
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Legenda: AG- &cido galico, AE- acido elagico e AE+AG (AE 1,5%) e AE+AG (AG,1,5%) - acido elagico
associado com acido galico. ANOVA one-way foi realizada seguida do pés-teste de compara¢des maltiplas de
Bonferroni, assumindo* p < 0,05 ** p <0,01.

e Cinética de liberacdo in vitro de gel topico de acido galico (AG), &cido elagico
(AE) e a combinacao de ambos (AG+AE)

Os resultados das formulacGes revelaram os seguintes dados de quantidade liberada
acumulada (ug/mL) e porcentagem liberada: Acido galico (3%) - 6480,28 + 851,02 pg/cm-2
(92,58%) em apenas 1,5 hora; Acido elagico (3%) - 3498,19 + 233,49 ug/cm-2 (51,60%) ap0s
6 horas; Acido gélico (associado ao elagico) (1,5%) - 3149,26 + 823,94 pg/cm-2 (99,91%) em
apenas 2 horas; Acido elagico (associado ao galico) (1,5%) - 1979,18 + 392,50 pg/cm-2
(57,06%) apds 6 horas. As formulagdes em associacdo demonstraram uma notavel capacidade
de liberar acido gélico e &cido eldgico, indicando seu potencial para aplicacdo tépica no

tratamento de cicatrizagéo.
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Figura 04. Perfis de liberagdo in vitro de gel topico de AG, AE e AG+AE.
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Legenda: As formulagcbesde AG e AE liberaram respectivamente: 92,58 %; 51,60 %. Em associagdo com AG
(associado ao eldgico) +AE (associado ao galico) teve um aumento da quantidade liberada correspondendo a
99,91% e 57,06 % respectivamente.

e Auvaliacdo de toxicidade aguda em larvas de Z. morio

Os resultados dos perfis de sobrevivéncia das larvas de Z. morio expostas a diferentes
concentracdes de AG, AE e AG+AE, tanto na forma isolada quanto incorporadas ao gel com
Poloxamer, sdo apresentados nas Figuras 05 e 06. Os resultados indicam uma relacdo
dependente da concentracdo, onde a taxa de sobrevivéncia das larvas varia de acordo com a
dose administrada. No grupo tratado com AG, observou-se uma taxa de sobrevivéncia de 100%
nas doses de 3, 30 e 300 mg/kg. No grupo tratado com AE, as taxas de sobrevivéncia foram de
100% nas doses de 3, 30 e 300 mg/kg, e de 90% na dose de 3000 mg/kg, com apenas um Gbito
registrado, j& no grupo com a combinagdo de AG+AE incorporada ao gel de Poloxamer as taxas
de sobrevivéncia foi de 100% para 3 e 30mg/Kg, enquanto para a dose de 300mg/Kg foide 50%
(dois casos de canibalismo entre as larvas) e na dose de 3000mg/Kg a taxa de sobrevivéncia foi
de 60% (Figura 05).



Figura 05. Percentual de sobrevivéncia nos grupos tratados com farmacos em sua forma isolada.
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Os resultados da taxa de sobrevivéncia dos grupos tratados com AG, AE e AG+AE
incorporados ao gel com Poloxamer (Fig. 06) demonstraram uma taxa de sobrevivéncia de
100% nas doses de 3, 30 e 300 mg/kg, no entanto, na dose de 3000 mg/kg, a taxa de
sobrevivéncia foi de 40% no grupo tratado com AG, 100% no grupo tratado com AE nas doses
de 3, 30 e 300 mg/kg e 80% na dose de 3000mg/Kg, enquanto para a associacdo do AG+AE a

controle

- DMSO

3mg/Kg AG
30mg/Kg AG
300mg/Kg AG
3mg/Kg AE
30mg/Kg AE
300mg/Kg AE

- 3000mg/Kg AE

3mg/Kg AG+AE
30mg/Kg AG+AE
300mg/Kg AG+AE

- 3000mg/Kg AG+AE
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taxa de sobrevivéncia foi de 90% na dose de 3 mg/Kg (1 caso de canibalismo), 100% para as

doses de 30 e 300 mg/Kg e 80% na dose de 3000 mg/Kg. Observou-se uma diferenca

estatisticamente significativa (p < 0,05) entre as curvas de sobrevivéncia do grupo tratado com

AG no gel com Poloxamer na dose de 3000 mg/kg, indicando uma toxicidade aguda

significativa nessa concentracdo especifica.

Figura 06. Percentual de sobrevivéncia nos grupos tratados com farmacos incorporados ao gel

de Poloxamer
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e Dose letal (DL s0)

O resultado da avaliacdo da toxicidade aguda foi registrado na Tabela 02, mostrando a
dose letal média necessaria para causar a morte de 50% das larvas de Zophobas morio em um
periodo de 48 horas. Durante esse tempo, foi observado um méaximo de 60% de mortalidade
com a concentragdo de 3000 mg/Kg de acido galico incorporado ao gel Poloxamer,
apresentando uma DL50 de 2191,51 mg/Kg. A estimativa da DL50 foi feita pela Regressao de
linear de produto Log10.

Tabela 02. Avaliacdo da dose letal (DL50) em larvas de Zophobas morio de acordo com as
concentracgdes 3,30,300 e 3000 mg/Kg de acido galico (AG), acido elagico (AE), AG+AE puros

e na formulacdo FAG, FAE e FAG+FAE e incorporados ao gel em 48horas ap6s administracao.

AG AE AG+AE FAG FAE FAG+AE

Dose letal Dose ndo 13609,69 219151 2382,32 7480,27 7480,27
calculada mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg
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e Efeitos bioquimicos em larvas de Zophobas morio e Atividade das enzimas
antioxidantes
Avaliacdo da melanina em larvas de Zophobas morio

As informacbes observadas na (Figura 07 a/b) demonstram as concentragcdes de
Melanina obtidas apos espectrofotometria a 405nm. Diante das comparagdes realizadas entre
0S grupos tratamentos e o grupo controle, a figura 07a apresenta diferenca significativa nas
concentracdes 30 mg/Kg do AG, 3mg/Kg do AE e 3, 300,3000 mg/Kg do AG+AE dos
farmacos puros. Na figura 07b observou-se uma menor expressao de melanina no veiculo (gel),
nas concentragdes de 300 e 3000 mg/Kg do AG e AE, na associagédo de AG+AE incorporados
ao gel foi observado diferenca nas concentragdes de 3 e 30mg/Kg quando comparado ao grupo

controle. Analise de Bonferroni: P<0,05*; P<0,01** e P <0,001***.

Figura 07 (a/b). Avaliacdo da melanina em larvas de Zophobas morio para diferentes

grupos de tratamento. (a) farmacos isolados e (b) farmacos incorporados ao gel.
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Legenda: a) Farmacos isolados (AG, AE e AG+AE) nas concentragdes 3,30,300 e 3000mg/Kg e b) farmacos
incorporados ao gel de poloxamer (FAG, FAE e FAG+AE) nas concentracoes 3,30,300 e 3000mg/Kg.A analise
de Bonferroni revelou diferengas estatisticamente significativas com um nivel de significancia de P<0,05%,
P<0,01** e p < 0,001***,

Avaliacdo de Glutationa reduzida (GSH)

A avaliacdo foi conduzida utilizando os farmacos isolados e também os farmacos
incorporados ao gel contendo Poloxamer. Conforme observado na Figura 08 (a/b), as
concentragdes dos farmacos isolados e na formulacdo (a e b) ndo demonstraram diferencas
significativas em relagdo ao grupo controle. No entanto, quando avaliamos o grupo tratado com
DMSO observamos uma diferencga significativa em compara¢do com as demais dosagens
(P<0,05), resultando em um aumento na concentracdo de GSH quando comparada ao grupo

controle.
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Figura 08 (a/b). Concentracdo de Glutationa Reduzida em larvas de Zophobas morio para

diferentes grupos de tratamento. (a) farmacos isolados e (b) farmacos incorporados ao gel.
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Legenda: Concentracdo de Glutationa Reduzida nos grupos Controle, DMSO, AG (3, 30 e 300mg/Kg) e AE (3,
30, 300 e 3000mg/Kg) e AG+AE (3, 30, 300, 3000mg/Kg), para avaliacdo dos farmacos isolados e nos grupos
Controle, DMSO, AG incorporado ao gel (3, 30, 300, 3000mg/Kg) e AE incorporado ao gel (3, 30, 300,
3000mg/Kg), além da associagdo de AG+AE incorporado ao gel (3, 30, 300, 3000mg/Kg). Observou-se um
aumento de GSH nas larvas tratadas com DMSO. Analise de Bonferroni: p <0,001***,

Avaliacdo da atividade da catalase

Resultados da atividade enzimatica da catalase para 0 homogenato das larvas tratadas
com AG, AE, AG+AE isolados e AG, AE e AG+AE incorporados ao gel com Poloxamer em
diferentes concentracbes. N&o foram observadas diferencas significativas entre as
concentragdes avaliadas, tanto nos farmacos puros como nos farmacos incorporados ao gel com

Poloxamer, conforme ilustrado na Figura 09 (a/b).

Figura 09 (a/b). Avaliacdo da atividade da catalase em larvas de Zophobas morio para

diferentes grupos de tratamento. (a) farmacos isolados e (b) farmacos incorporados ao gel.
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Legenda: Avaliacdo da atividade da catalase nos grupos Controle, DMSO, AG, AE e AG+AE, nas
concentragdes de 3, 30 e 300 mg/Kg para os farmacos isolados, e nos grupos Controle, DMSO, AG incorporado ao
gel nas concentracdes de 3, 30, 300 e 3000 mg/Kg, AE incorporadoao gel nas concentracdes de 3, 30, 300 e 3000
mg/Kg, e associacdo de AG+AE incorporado ao gel nas concentragdes de 3, 30, 300 e 3000 mg/Kg. Ndo foram
observadas diferengas significativas entre as concentragesdos farmacos puros e os fArmacos incorporados ao gel

em comparacdo ao grupo controle.

7. DISCUSSAO

Os resultados observados neste estudo sdo altamente promissores e destacam o
potencial terapéutico do acido galico, acido elagico e sua associacdo incorporados ao gel de
Poloxamer 407®. A principal caracteristica do Poloxamer 407® ¢ a sua termo-reversibilidade,
essa caracteristica é o que desperta grande interesse para a otimizacdo de formulacdes, sendo
que abaixo da temperatura de transicdo, a amostra permanece fluida e acima dela torna-se
semissolida (FERREIRA, 2019). Vérios fatores influenciam a estabilidade das formulagdes,
dentre eles os extrinsecos, como: temperatura, luz, oxigénio, umidade, material de
acondicionamento, micro-organismos e vibracéo, os intrinsecos que estdo relacionados com a
natureza da formulagéo e a interacdo de seus componentes. Esses fatores geram,principalmente,
incompatibilidades fisicas e quimicas que podem resultar em alteracBes nas caracteristicas
organolépticas da formulagéo, separacdo de fases e reducdo do teor da substancia ativa
(QUEIROZ, 2008).

O ciclo gelo-degelo causou uma diminui¢do do pH (p<0,05) na maioria das amostras,
incluindo o gel branco (sem farmaco) e o gel contendo os dois farmacos. A avaliacdo do pH,
além de ser uma medida importante em formulagdes topicas, em especial para aquelas que

entrardo em contato direto com lesGes, permite estudar a estabilidade das formulagdes ao longo
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do tempo. Neste estudo, o pH das formulacGes (entre 4 e 6) mostrou-se similar ao pH da pele
(entre 4,0 e 7,0), que € indicado para uso cutaneo por reduzir as chances de reacGes de estresse
cutaneo, como irritacdes (FIGUEIREDO et al., 2015; SA, 2020). As alteragbes observadas no
teor (%) e na condutividade podem ser atribuidas a diferentes fatores, como a perda de &gua
durante o ciclo de gedo-degelo das formulagdes, assim como as temperaturas as quais foram
submetidas. Esses processos podem levar a uma diminuicdo na condutividade das amostras e
aumentar a concentracdo dos farmacos presentes. Os estudos de estabilidade de produtos
farmacéuticos procuram fornecer informacdes que indiquem o grau de estabilidade relativa
de um produto nas condi¢Oes diversas de exposicdo a que estdo submetidos, até seu prazo de
validade (SILVA et al.,2022).

A avaliacdo da toxicidade de uma substancia é realizada com o objetivo de predizer os
efeitos nocivos que a mesma podera desencadear quando da exposicdo humana ou animal pelas
diversas vias (CAZARIN et al., 2004). Os perfis de sobrevivéncia de larvas de Z. Morio foi
realizado a fim de avaliar a toxicidade aguda do &cido galico (AG), acido eldgico (AE) e
associacdo AG+AE, puros e incorporados ao gel de Poloxamer 407®. De acordo com o teste
realizado foi observado que o AG apresentou uma maior toxicidade apresentando 40% na taxa
de sobrevivéncia na dose 3000 mg/Kg na formulacdo. Quanto a dose letal para 50% dos animais
(DL50), foi observado para o0 AG a DL50 foi de 2191,51 mg/Kg em 48 horas, corroborando
com o observado no percentual de sobrevivéncia. J4 o AE, na formulacéo, teve uma alta taxa
de sobrevivéncia na mesma concentracdo de 3000 mg/Kg (80%) e 100% nas demais doses,
sendo a DL50 de 7480,27 mg/Kg. Essa concentracdo letal, que € muito alta, mostra a seguranca
do &cido eléagico para uso terapéutico. O teste da concentracéo letal (CL50) ou dose letal aguda
(DL50) é amplamente usado com o objetivo de encontrar a concentracdo da substancia capaz
de matar metade dos animais do grupo teste (TREVAN e DALE, 1927).

A toxicidade observada para o &cido galico, pode ser atribuida a maior liberagdo do AG
proporcionada pelo gel de poloxamer. Estudos anteriores, como o de Alves et al. (2020),
também relataram uma quantidade significativa de liberacdo do AG (73,80%). No entanto, no
presente estudo, foi observado uma liberagdo ainda maior (92,58 %). Essa diferencga pode estar
relacionada ao uso do aditivo acido oleico (5%), que pode ter potencializado a solubilizacao do
AG e, consequentemente, sua liberacdo mais pronunciada. Esses resultados indicam a
importancia da formulag&o do gel e dos aditivos utilizados na determinagéo da taxa de liberagdo
e, por conseguinte, na toxicidade observada. Em relagdo ao uso do cido oleico como aditivo,

estudos anteriores, como o de Coélho et al. (2018), destacaram os beneficios de sua incluséo
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na formulacdo. Nesse estudo, a formulagdo contendo poloxamero (25%), &cido oleico (5%) e
manteiga de bacuri (10%) demonstrou um fluxo de liberacdo satisfatorio. Esses resultados sdo
consistentes com nossas proprias observacgdes, indicando que a adi¢do de acido oleico (5%)
pode desempenhar um papel crucial na melhoria da liberagdo dos componentes ativos da
formulacdo. A formulagdo de sistemas de liberacdo de farmacos capazes de transportar e liberar
0 acido elagico e acido galico no local desejado representa uma abordagem promissora para
superar as limitacdes biofarmacéuticas desses polifendis, permitindo uma melhor avaliacdo do

seu potencial aplicacdo como antioxidantes captadores de radicais (ALFEI et al.,2020).

A presenca desse aditivo pode ter contribuido para o desempenho positivo do gel no
que diz respeito a liberacdo dos compostos no presente estudo. Em um estudo conduzido por
Laurrecea et al. em 2001, foi investigada a penetracdo percutdnea do tenoxicam (TEN)
utilizando diferentes formulacdes de gel. De acordo com os resultados, as formulactes de gel
sem propilenoglicol (PG) e contendo 3% ou 5% de &cido oléico (AO) apresentaram as maiores
taxas de liberacdo do farmaco, semelhante ao que ocorreu com o AG com AO a 5% no presente
estudo. Esses achados sugerem que o AO desempenha um papel crucial como potencializador
em formulacbes de TEN, promovendo uma liberagdo efetiva do farmaco na superficie da pele
e melhorando sua penetracdo percutanea. Dessa forma, o presente estudo destaca a importancia
do AO como um agente potencializador na formulacéo de géis contendo AG, AE e AG+AE,
fornecendo uma base sélida para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas transdérmicas

mais eficazes e personalizadas.

A avaliacdo da melanina demonstrou uma reducéo significativa nas concentragdes 30
mg/Kg do AG, 3mg/Kg do AE e 3, 300,3000 mg/Kg do AG+AE dos farmacos puros.Observou-
se também reducdo significativa da melanina no grupo veiculo (gel), nas concentracdes de 300
e 3000 mg/Kg do AG e AE. Na associacdo de AG+AE incorporados aogel foi observado
diferenca nas concentragdes de 3 e 30mg/Kg quando comparado ao grupo controle. Os
resultados relativos a melanina estdo fundamentados no estresse oxidativo, que écaracterizado
por um desequilibrio entre a producdo e o acimulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas
células e tecidos e a capacidade natural dos organismos de desintoxicar espécies reativas
abundantes, levando ao dano oxidativo global e ao envelhecimento celular
(ALEKSANDROVA et al.,2021). A melanina desempenha um papel crucial na protecdo da
pele contra os raios ultravioleta, que sdo conhecidos por gerar espécies reativas de oxigénio
(EROs) (ROSSI, 2022). O acido elagico e o acido galico sdo polifendis pertencentes as

categorias de elagitaninos e galotaninos, respectivamente, e sdo produzidos a partir da hidrélise
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desses compostos. Esses taninos sdo sintetizados pelas plantas como parte do sistema de defesa
contra ataques microbianos e de animais, e sdo conhecidos por suas propriedades antioxidantes
e outras atividades bioldgicas. (OLIVEIRA, 2016).

Na avaliacdo da glutationa reduzida nas concentra¢fes dos farmacos isolados e na
formulacdo ndo houve diferencas significativas em relacdo ao grupo controle. No entanto,
quando foi avaliado o grupo tratado com DMSQO, que é o controle positivo, foi observado uma
um aumento na concentracdo de GSH (p<0,05) quando comparada ao grupo controle negativo,
0 que é o resultado esperado. N&o foi observado diferenga significativa na avaliagdo da catalase
quando comparada ao grupo controle, seja nos farmacos puros ou incorporados ao gel.
Glutationa é um tripeptideo composto por L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina, que esta presente na
maioria das células. A forma reduzida da glutationa (GSH) desempenha vérias fungdes vitais,
como manter a estabilidade dos grupos tidis das proteinas, reduzir ligagdes dissulfeto formadas
pelo estresse oxidativo e neutralizar radicais livres. Portanto, a concentracdo intracelular de
GSH é um indicador da capacidade da célula em manter a homeostase,protegendo-se contra
agentes oxidantes (BERNO et al.,2010). Acido elagico e acido galico, atuam neutralizando os
efeitos negativos do estresse oxidativo, agindo como antioxidantes diretos ou

ativando/induzindo sistemas enzimaticos antioxidantes nas células (GUADARRAMA, 2020.
8. CONCLUSAO

Conclui-se que, os géis topicos contendo acido galico, acido elagico e sua associagdo
demonstraram uma notavel capacidade de liberacdo dos farmacos, especialmente quando
veiculados em um gel contendo acido oleico. Além disso, essas formula¢es ndo produziram
estresse oxidativo, como evidenciado pela manutencdo dos niveis de glutationa e catalase e até
protegeram contra 0 estresse como visto pela reducdo da melanina em relacdo ao controle.
Esses resultados indicam o potencial dessas formulagGes no tratamento de afeccGes cutaneas,
fornecendo uma base solida para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas cutaneas mais

eficazes e personalizadas.
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CAPITULO 2

Potencial terapéutico do &cido galico, acido eldgico e sua associa¢do incorporados
ao gel de Poloxamer 407 na cicatrizacdo de feridas em ratos

Therapeutic Potential of Gallic Acid, Ellagic Acid, and Their Combination Incorporated

into Poloxamer 407 Gel on Wound Healing in Rats
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ao gel de Poloxamer 407 na cicatrizacao de feridas em ratos

Therapeutic Potential of Gallic Acid, Ellagic Acid, and Their Combination

Incorporated into Poloxamer 407 Gel on Wound Healing in Rats
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Resumo

Neste estudo, foi realizada a avaliagdo do efeito do &cido galico (AG), acido elagico (AE)
e sua associacdo ao gel de poloxamer 407, com foco na cicatrizacdo de feridas cutaneas.
Apbs sete dias do inicio do tratamento, todos 0s grupos apresentaram a formacédo de
crostas que se estenderam até o tecido subcutaneo. Além disso, ao longo do periodo de
tratamento, verificou-se uma regressdo progressiva das feridas nos grupos tratados com
acido elagico com a associacao de &cido galico e &cido eldgico, superando os demais
grupos (grupo controle negativo, grupo controle positivo e &cido galico). Na analise final,
aos 21 dias, a combinacdo desses &cidos demonstrou ser particularmente eficaz na
promocdo da regeneracdo e na reducdo das feridas cutaneas. Esses resultados fornecem
evidéncias solidas do potencial terapéutico do acido elagico e sua associacdo com &cido
galico na aceleracdo do processo de cicatrizacdo cutanea. Com base nesses achados,
conclui-se que a combinacdo de AG+AE foi mais eficaz do que o medicamento de
referéncia utilizado como controle positivo, assim essa combinacdo quando incorporada
ao gel de poloxamer 407, mostrou-se promissora como agente topico para promover a
cicatrizacdo de feridas, podendo servir de base para o desenvolvimento de um novo
cicatrizante de uso topico.

Palavras-chave: Associacdo de drogas, regeneracdo, produtos naturais, cicatrizacao, gel,
terapia topica.
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ao gel de Poloxamer 407 na cicatrizacao de feridas em ratos

Therapeutic Potential of Gallic Acid, Ellagic Acid, and Their Combination

Incorporated into Poloxamer 407 Gel on Wound Healing in Rats
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Abstract

In this study, we evaluated the effect of gallic acid (GA), ellagic acid (EA), and their
association with poloxamer 407 gel on cutaneous wound healing. After seven days of
treatment initiation, all groups presented the formation of crusts that extended to the
subcutaneous tissue. Moreover, throughout the treatment period, a progressiveregression
of wounds was observed in the groups treated with ellagic acid inassociation with gallic
acid and ellagic acid, surpassing the other groups (negative control group, positive control
group, and gallic acid group). In the final analysis at 21 days, the combination of these
acids demonstrated to be particularly effective inpromoting skin regeneration and
reducing cutaneous wounds. These results providerobust evidence of the therapeutic
potential of ellagic acid and its association with gallic acid in accelerating the cutaneous
healing process. Based on these findings, itis concluded that the combination of GA+EA
was more effective than the referencedrug used as a positive control, thus showing
promise as a topical agent to promote wound healing, which could serve as a basis for the
development of a new topical healing product.

Keywords: Drug combination, regeneration, natural products, wound healing, gel, topical
therapy.
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10. INTRODUCAO

Feridas sdo lesdes que comprometem a integridade da pele, resultando em
alteracbes na sua estrutura anatdbmica e fisioldgica. Podem ser causadas por danos
elétricos, térmicos, quimicos ou mecanicos, decorrentes de questdes terapéuticas, fisicas
ou distarbios que afetam o tecido vivo. (ABDULLAH et al.,2018). A cicatrizacdo de
feridas é um processo complexo de substituicao das células danificadas e das camadas de
tecido. As feridas agudas seguem estdgios bem definidos de cicatrizagdo, com sinais
evidentes em até quatro semanas. No entanto, feridas cronicas ndo progridem
normalmente nesses estagios e ndo apresentam cicatrizacdo aparente dentro desse
periodo. Varios fatores, como a localizacdo da ferida, mediadores sistémicos, tipo de
lesdo e presenca de doencas subjacentes, influenciam o processo de cicatrizacdo. O
tratamento de feridas geralmente envolve estratégias como fechamento fisico da margem
da ferida, suturas e curativos. Em casos em que a ferida € inacessivel, a abordagem é
permitir que a area danificada se limpe e se preencha com tecido conjuntivo, ocorrendo a

cicatrizacdo sequencialmente por fases (TRINH et al., 2022).

O processo de cicatrizacao de feridas envolve as fases de hemostasia, inflamacéo,
proliferacdo e remodelacdo (YAMAUCHI et al., 2016). A fase inicial no processo de
cicatrizacdo de feridas € a fase inflamatdria, que é considerada uma etapa critica do
processo de cicatrizacdo de feridas e essencial para a prevencédo de infeccdes e envolvida
na regeneracdo tecidual (EO et al., 2026).

A combinacdo de drogas € amplamente usada para melhorar a eficacia do
tratamento, reduzir a toxicidade para as células saudaveis e evitar o desenvolvimento de
resisténcia aos medicamentos. O objetivo principal é obter interacdes sinérgicas, que
demonstram a superioridade da combinagdo em relacdo aos medicamentos individuais.
Isso permite alcangar resultados mais expressivos com menor utilizagdo de recursos.
Encontrar métodos eficientes para comprovar os beneficios da combinagdo é essencial

para aproveitar ao maximo essa estratégia terapéutica (DUARTE e VALE, 2022).

O é&cido galico (AG) é um composto organico de polifenol, conhecido por suas
propriedades anti-inflamatorias, demonstradas em diversos estudos. O AG tem a
capacidade de inibir a producéo de fatores inflamatérios, como IL-1B, TNF-a e proteina
semelhante a tiorredoxina-4B, que séo ativados pelo NF-kB. Além disso, o AG reduz a

secrecdo de mediadores pré-inflamatorios, como NO, PGE2 e IL-6, de forma dependente
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da dose. Além de suas propriedades anti-inflamatérias, o AG também possui efeito
antioxidante. Ele pode atravessar a membrana do lipossoma e reagir com o radical livre
1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH), o que contribui para a prevencdo da lesdo causada
pelo estresse oxidativo em doencgas neurodegenerativas (WEN et al., 2022). O acido
elagico, um derivado dimérico do 4&cido galico, € reconhecido por sua atividade
antioxidante. Ele demonstra uma poderosa capacidade de eliminar espécies reativas de
oxigénio (EROS) e também exibe outros efeitos biologicos, como atividades
anticancerigenas e anti-inflamatoérias (NEAMATALLAH et al., 2020).

Considerando todas essas caracteristicas do acido galico e elégico, é essencial
avaliar o sinergismo dessas substancias para determinar seu potencial terapéutico na
cicatrizacdo de feridas em ratos wistar. Essa andlise se faz necessaria para explorar o
potencial terapéutico desses compostos e seu possivel impacto positivo no processo de
cicatrizacdo de feridas. Em nossa pesquisa, realizamos a avaliacdo da atividade
cicatrizante por meio da inducdo de feridas em ratos. O fechamento dessas feridas foi
observado utilizando-se Acido Galico (AG), Acido Elagico (AE) e a associagio AG+AE
incorporados em um gel de poloxamer 407. Essa abordagem nos permitiu investigar o
efeito dessas substancias na cicatrizacdo das feridas, proporcionando insights importantes

sobre seu potencial terapéutico.
11. MATERIAL E METODOS
11.5. Substancias utilizadas

O Acido elagico (AE) (Lote: 202204477-100G) foi obtido da ActivePharmaceutica
(Brasil) e o Acido galico (AG) (Lote: 0178/1122) foi obtido pela ACS Reagentes (Brasil).
O Poloxamer 407® foi obtido da ChemSpecs e o acido oleico adquirido na Synth (Brasil).

11.6. Caracterizacéo do gel topico de acido galico (AG), acido elagico (AE) e
associacao de AG+AE

Para obter o gel contendo &cido géalico (AG), acido elagico (AE) e a combinacao
de ambos (AG+AE), o Poloxamer 407® (20%) foi hidratado sob refrigeracdo por 24
horas. Em seguida, os farmacos foram incorporados por levigagdo com &cido oleico a
uma concentracdo de 5%. Apos 24 horas do preparo das formulagdes, verificou-se
macroscopicamente a homogeneizacdo e estabilizacdo das mesmas (PANDEY et
al.,2009); (UR-REHMAN et al., 2011). As formulagdes de AG e AE foram utilizadas na
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concentragdo de 3% (ALVES et al. 2020), enquanto que para a formulacdo contendo a
associagéo, essa concentracgdo foi reduzida para 1,5% de cada composto, a fim de avaliar

o efeito da combinacdo.

As formulacgdes apresentaram pH compativel com a pele (4,0 e 6,0), teor 95,86%
a 101,35% e liberagcdo Acido galico (3%) - 6480,28 + 851,02 ug/cm-2 (92,58%) em
apenas 1,5 hora; Acido elagico (3%) - 3498,19 + 233,49 ng/cm-2 (51,60%) apds 6 horas;
Acido gélico (associado ao elagico) (1,5%) - 3149,26 + 823,94 pg/cm-2 (99,91%) em
apenas 2 horas; Acido elagico (associado ao galico) (1,5%) - 1979,18 =+ 392,50 pg/cm-2
(57,06%) ap0s 6 horas.

11.3 Drogas e produtos quimicos

Acido galico (3%), acido elagico (3%), (1,5%) de AG+( 1,5%) de AE, acido oleico
(5%), poloxamer 407 (20%), tiopental sédico (150mg kg-1, i.p.), 90 mg de Ketamina +
10 mg de Xilazina por kg de PC, colagenase 1,2 U/g.

11.4. Animais

Foram utilizados ratos machos (Rattus norvegicus), variedade Wistar (250g) com
60 dias de idade, pesando 250g, provenientes do biotério da Universidade Estadual do
Piaui, localizado no centro de pesquisa em Biotecnologia e Biodiversidade da
Universidade Estadual do Piaui (UESPI) - Teresina — PI. Os animais foram mantidos em
gaiolas-padrdo, mantidos a 24 £ 1 °C e ciclo claro-escuro de 12 h com agua e racdo a
vontade. Os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio
com Animais da UESPI, niUmero 008613/2023-67.

11.5. Inducéo da ferida

Para a realizagé@o das cirurgias, os animais foram anestesiados (associacdo de 90
mg de Ketamina + 10 mg de Xilazina por kg de PC, via intraperitoneal). Em seguida, 0s
animais foram posicionados em decubito frontal e a regido dorsal foi epilada. Foirealizada
a assepsia do local utilizando alcool 70%. Posteriormente, um punch cirurgico foi
utilizado para delimitar uma area de 1,2 cm, removendo a pele até atingir a fascia
muscular, resultando na criagdo de trés lesdes dermatologicas padronizadas (Figura 01).
Ap0s a realizacdo da cirurgia, os animais foram alocados em gaiolas, sendo seis animais
por gaiola, agrupados de acordo com o tratamento a ser administrado. O tratamento com

0s geis topicos foi iniciado aproximadamente 20 minutos apos a cirurgia, com aplicagdes
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diérias realizadas sempre no mesmo horério em todos os grupos de tratamento
(OTTERGO et al.,2018).

Figura 01- llustracéo das trés feridas dermatologicas

Fonte: Arquivo pessoal.

11.6.  Agrupamento e tratamento tpico

Para avaliar a cicatrizacdo de feridas cutaneas da formulacdo, foram utilizados
modelos de excisdo de feridas. Os ratos foram divididos em cinco grupos (n = 6) de acordo

com o tratamento a que foram submetidos:

Grupo controle - placebo, tratado com gel de Polaxamer® vazio

Grupo controle positivo = colagensase 1,2U/g — medicamento de referéncia

Grupo AG 3% com acido oleico 5%

Grupo AE 3% com acido oleico 5%

Grupo AG 1,5% + AE 1,5% com &cido oleico 5%, todos em gel de Polaxamer®.

Todos os grupos foram tratados topicamente com 1 ml da formula¢do em cada
aplicacdo indicada para cada grupo, utilizando-se seringa de dose sem agulha. Os grupos
foram tratados e avaliados durante 21 dias, sendo constituido o dia O (dia da inducdo da
lesdo) e dia 7, 14 e 21 (ap6s a inducdo da lesdo, respectivamente).

11.7. Fotogrametria digital - analise macroscopica
A fotogrametria digital foi realizada imediatamente apés a incisdo da lesdo e no
7°, 14° e 21 ° dias de tratamento. A imagem digital foi obtida com uma camera de
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smartphone (iPhone XR, 2018, Apple, Estados Unidos) com resolucdo de 12 megapixels. A cdmera
foi fixada em uma base e mantida a uma distancia constante de 12cm. O didmetro das feridas foi
medido usando o software ImageJ (versdo 1.39u) e as diretrizes de calibragdo do programa foram
seguidas para determinar a rea da lesdo. Cada imagem foi aberta no programa e em seguida foi
realizada a mensuracgdo da distancia de 1cm na régua que foi fotografada juntamente com a ferida,
para a escolha da escala em centimetros, por meio da ferramenta Straight line selection e a op¢do Set
scale na guia Analyze . Na sequéncia foi utilizada a ferramenta de corte (Cut) da guia Edit para isolar
ao maximo apenas a ferida. Apds esse procedimento a imagem foi convertida paro o tipo 8 bit na
guia Image, na funcdo Type . Posteriormente a imagem resultante foi submetida a ferramenta analyze
particles da guia analyze, que forneceu a area final da ferida em centimetros (RODRIGUES et
al.,2013). Apdsa conclusdo do experimento, todos os animais foram submetidos a eutanasia por meio
deuma dose excessiva de anestésico, composta por cetamina (320mg/Kg) e xilazina (40mg/Kg)
(MEIRELLES et al.,2008).

11.8. Analises estatisticas

Os dados serdo apresentados como a média £+ SEM. O delineamento sera
inteiramente casualisado. A andlise estatistica serd realizada através da analise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Valores de p<0,05 serdo considerados

como diferencas significativas entre as médias.

12. RESULTADOS

e [Fotogrametria digital - Analise macroscépica da evolucdo do processo de
cicatrizagéo de feridas

Com base na avaliacdo macroscopica, foi observado uma melhora significativa na
cicatrizacdo das feridas nos grupos tratados com é&cido eldgico (AE) e &acido galico
associado ao &cido elagico (AG+AE) (conforme mostrado na Figura 02). Aos sete dias
apos a lesdo, todos os espécimes dos cinco grupos apresentaram a formacdo de crostas
que se estendiam para o tecido subcutaneo. Além disso, ao longo do tratamento, foi notada
uma regressao progressiva das feridas nos grupos tratados com AE e AG+AE, sendo que
aos 21 dias a associacdo desses acidos demonstrou ser mais eficaz na promoc¢édo da
regressdo das feridas. Essa tendéncia de melhora pode ser visualizada nos graficos a
seguir (Figuras 03, 04 e 05), os quais demonstram a porcentagem de regressédo em cada

grupo estudado.



Figura 02 - Les@es induzidas para avaliagdo da cicatrizacdo durante os periodos

experimentais.

Avaliacdo do fechamento da lesao

D7 D14

D21

Grupo controle negativo
(Gel Poloxamer407)

Grupo controle positivo
(Colagenase 12U)

Grupo Tatamento

(AG 3% com AO3%)

Grupo Tatamento

(AE 3% com AO3%)

Grupo Tatamento

(AG (1,5%)+AE (1,5%) com
AO5%)
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Legenda: Tratamento topico nas lesdes com Acido Galico (AG), Acido Elagico (AE),

AG+AE, gel (veiculo) e colagenase 1,2U (controle positivo).
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e Representacao gréafica da rea da lesdo por regressdo ao longo do tempo
nos diferentes grupos de tratamento (Figura 03, 04 e 05).

Controle negativo (gel), controle positivo (colagenase 1,2U), grupo 3 (&cido
galico 3% com acido oleico 5%), grupo 4 (acido elagico 3% com é&cido oleico 5%) e

grupo 5 (&cido gélico 1,5% + &cido elagico 1,5% com &cido oleico 5%).

Figura 03 - Avaliacdo da regressao de feridas nos primeiros 7 dias, comparando as lesdes
tratadas com &cido galico (AG), acido eldgico (AE), acido géalico associado ao acido

elagico (AG+AE), controle positivo (Colagenase 1,2 U) e controle negativo (gel).

E=m Contole Negativo (Gel)
== Controle Positivo (Colagenase 1,2U)
= Acido galico (AG) 3% com acido oleico
5%
1001 = Acido elagico (AE) 3% com acido
oleico 5%
o 80+ mm AG 15% * AE 1,5% com &cido oleico
:g 5%
m -
E 50 a,b,c ab.c
m 7 1
& 40- 2 a
2 o -
204

O-j T T ;

Legenda: a=p<0,0001 quando comparado ao grupo Controle Negativo; b=p<0,005 quando comparado ao
grupo Controle Positivo; c=p<0,0001 quando comparado ao grupo 3.
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Figura 04 - Avaliacdo da regressao de feridas aos 14 dias, comparando as lesdes tratadas
com &cido galico (AG), acido elagico (AE), acido galico associado ao acido elagico

(AG+AE), controle positivo (Colagenase 1,2 U) e controle negativo (gel).

Contole Negativo (Gel)
Controle Positivo
(Colagenase 1,2U)

Acido galico (AG) 3% com
acido oleico 5%

_ Acido elagico (AE) 3% com
100 o a,b,c == cido oleico 5%
a,b,c w AG 1,5% + AE 1,5% com
o 804 a a acido oleico 5%
tg e ——
» 604
@
|
o
o 404
X
204
0' T T T

Legenda: a=p<0,0001 quando comparado ao grupo Controle Negativo; b=p<0,005 quando comparado ao
grupo Controle Positivo; c=p<0,0001 quando comparado ao grupo 3

Figura 05 - Avaliagdo da regressdo de feridas aos 21 dias, comparando as lesdes tratadas
com acido galico (AG), acido elagico (AE), acido galico associado ao &cido elagico
(AG+AE), controle positivo (Colagenase 1,2 U) e controle negativo (gel).

E=m Contole Negativo (Gel)
Controle Positivo ( Colagenase
= 12v)
= Acido galico (AG) 3% com acido
oleico 5%
Acido elagico (AE) 3% com acido
abcd = oleico5%
100+ ab,c
a ..., AG 1,5% + AE 1,5% com acido
a = . o
— oleico 5%
80- pl e
o
D
‘n -
@ 60
1
o
m 40'
=
204
0' T T T

Legenda: a=p<0,0001 quando comparado ao grupo Controle Negativo; b=p<0,005 quando comparado ao

grupo Controle Positivo; c=p<0,0001 quando comparado ao grupo 3; d=p<0,0008 quando comparado ao
grupo 4.
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13. Discussao

Esses resultados fornecem evidéncias solidas do potencial terapéutico do acido
elagico e sua associagdo com &cido galico na aceleracdo do processo de cicatrizacdo
cuténea. A cicatrizacdo de feridas € um processo bioldgico essencial que esté diretamente
relacionado ao crescimento e regeneragdo dos tecidos. Durante esse processo, diversos
elementos celulares e da matriz interagem para restaurar a integridade do tecido lesado e
diversas propriedades de substancias contribuem para acelerar a cicatrizagéo, entre eles o
efeito proliferativo, anti-inflamatdrio, antioxidante, antimicrobiano e estimulante da
angiogénese (TIWARI e PATHAK, 2023).

As substancias em teste nesta pesquisa apresentam varias dessas propriedades.
Assim, o 4cido galico tem efeito antioxidante, anti-inflamatorio e antimicrobiano. Essas
propriedades podem ajudar a reduzir o estresse oxidativo, combater a inflamacédo e
prevenir infeccBes, 0 que pode ser benéfico para a cicatrizacdo de feridas. Além disso, o
acido gélico tem sido associado a estimulacdo do crescimento de fibroblastos, que séo
células envolvidas na producdo de coldgeno, uma proteina essencial para a formacéo de
tecido cicatricial (SELVARAJ et al., 2022). Os fibroblastos desempenham um papel
importante na cicatrizacdo de feridas, incluindo feridas cutaneas. Durante esse processo,

eles migram, proliferam e se transformam em células envolvidas em varios processos-

chave, como a criacdo de uma nova estrutura de coldgeno (STADELMANN et al., 1998).
Estudos realizados por Yang et al. (2016) investigaram os efeitos do acido galico (AG) na
cicatrizacdo de feridas em condicGes normais e hiperglicidicas. Os resultados sugeremque
0 AG possui um efeito migratério sobre os fibroblastos e pode ser considerado um
potencial agente terapéutico para tratar distdrbios cutaneos, incluindo problemas na

cicatrizacao de feridas.

O 4cido elagico (AE), outro tipo de acido fendlico, também possui propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias (NIRWANA et al., 2021). Estudos sugerem que o &cido
elagico pode estimular a proliferacdo de células da pele, melhorar a sintese de colageno
e acelerar a cicatrizagdo de feridas (YUNIARTI et al., 2018). Pesquisas realizadas por Al-
Obaidi et al. (2014) concluiram que o AE acelerou o processo de cicatrizacdo em alvéolos
de ratos ap0s a extracdo dentaria. Esses achados sugerem o potencial do &cido elagico
como um agente promissor na promog&o da cicatrizacdo de feridas. Um estudo conduzido
por Yuniarti et al. (2018) investigou os efeitos da administracdo de extrato de roma
padronizado a 7,5% com 40% de acido elagico em feridas incisadas de ratos albinos por
um periodo de 14 dias. Os resultados demonstraram que essa administracdo acelerou o

processo de cicatrizacdo de feridas, evidenciado pela melhora na deposi¢éo de colageno,
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infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares (PMN) na area da ferida, angiogénese e grau
de fibrose. Esses achados sugerem o potencial terapéutico do extrato de roma com alto

teor de &cido elagico na promogdo da cicatrizacao de feridas.

Neste estudo, essas substancias foram incorporadas a um gel para obter uma
formulacdo farmacéutica semissolida adequada para uso topico. Os géis topicos contém
um componente essencial chamado agente gelificante, que, quando dissolvido em um
meio, forma uma rede tridimensional de particulas responsaveis pela viscosidade e pelo
estado semi-solido do gel (MENDONSA et al., 2018). O Poloxamer 407 (P407) é um
exemplo de agente gelificante amplamente utilizado em diversos produtos farmacéuticos,
como solucgdes orais, suspensdes, formulagdes para inalagdo, formulagdes intravenosas
(IV) e formulagdes oftdlmicas ou topicas. Reconhecido como um "ingrediente inativo"
pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos (FAKHARI et al., 2017),
0 P407 é um surfactante ndo i6nico com capacidades emulsificantes, solubilizadoras de
medicamentos e intensificadoras de viscosidade. Sua versatilidade o torna um
componente frequente em varias formulagdes farmacéuticas. Esse agente gelificante é
capaz de proporcionar viscosidade e consisténcia adequadas ao gel, facilitando sua
aplicacdo topica (CHUNG et al., 2020).

Em nossos estudos, os experimentos foram conduzidos com diferentes
substancias, incluindo acido galico 3% com acido oleico 5%, acido elagico 3% com acido
oleico 5%, e uma combinacdo de &cido galico (1,5%) e &cido eldgico (1,5%) com acido
oleico 5%. Foi avaliado o processo de cicatrizacdo em feridas induzidas em ratos Wistar
ao longo de 21 dias (nos dias 0, 7, 14 e 21). Durante a avaliacdo macroscopica por
fotogrametria digital, pudemos observar uma regresséo gradual das lesdes tratadas com
as substancias, sendo mais evidente nos grupos tratados com &cido gélico e elagico em
combinacdo. Essa observacdo macroscépica foi confirmada por meio da andlise da
regressdo das feridas usando o software ImageJ (versdo 1.39u), onde foi observada a
maior porcentagem de regressdo no grupo que recebeu a associacdo de acido galico e

elagico, corroborando os resultados da avaliagdo macroscopica.

Em sintese, tanto o acido galico quanto o &cido elagico possuem propriedades
antioxidantes compartilhadas, o que contribui para reduzir o estresse oxidativo nas células
envolvidas no processo de cicatrizacdo. Além disso, ambos 0s compostos possuem
propriedades anti-inflamatdrias, o que pode auxiliar no controle da resposta inflamatdria,
além da atividade antimicrobiana observada no &cido galico e estimulante da proliferacéo
dos fibroblastos, e o acido elagico apresenta atividade angiogénica. Assim a associagdo

de AG+AE incorporado ao gel poloxamer apresentam uma combinagdo de substancias
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favoraveis ao processo de cicatrizacdo o que explica os resultados da maior taxa de

regressao das feridas.

Até 0 momento, ndo foram conduzidos estudos especificos sobre a associacao do
acido galico e acido elagico na cicatrizacdo. No entanto, ao avaliar a liberacdo na
combinacdo de AG + AE, foram identificados dois tempos de liberagdo distintos,
resultando em uma notavel melhora na eficacia do processo de cicatrizagdo em feridas
tratadas. Essa diferenca nos tempos de liberacdo pode ter sido influenciada pelo tamanho
das moléculas avaliadas. Essa descoberta destaca o potencial excepcional da combinacéo
desses dois compostos, visto que a eficacia da associa¢do superou significativamente a
eficacia das substancias isoladas. Além disso, foi superior ao da formulacéo de referéncia,
gue contém apenas colagenase, o que é perfeitamente explicavel pelo fato de a associacéo
estudada conter duas substancias com uma variedade de efeitos complementares na

aceleracdo do processo cicatricial.

14. CONCLUSAO

Conclui-se que a combinacdo de AG+AE foi mais eficaz que as formulacdes das
substancias isoladas, assim como ao medicamento de referéncia utilizado como controle
positivo, de modo que se obteve uma formulacdo eficaz como agente topico para
promover a cicatrizacdo de feridas, podendo servir de base para o desenvolvimento de um

novo cicatrizante comercial de uso topico.
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