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RESUMO

Os modelos de avaliacdo in vitro de seguranca e eficacia de ativos cosméticos estdo cada vez
mais populares, uma vez que existe a proibicdo do uso de animais em 39 paises e alguns
estados brasileiros. Nesse contexto, foi proposto um novo modelo in vitro de co-cultura
tridimensional de células adiposas e endoteliais para a avaliacdo in vitro de seguranca e
comprovagdo de eficacia de ativos para a melhora da aparéncia da pele com celulite e
envelhecida. Os ensaios de seguranca dos ativos Centella asiatica, castanha da india,
hamamélis, cafeina, Blend e Ecoblend foram realizados por meio de ensaios de citotoxicidade
em trés células de linhagens diferentes assim como afototoxicidade e genotoxicidade pelo
método de citometria de fluxo. A citotoxicidade na co-cultura tridimensional de células
adiposas e endoteliais e o ensaio de eficacia foram realizados pelo método de Oil Red O em
células de monocamada e co-cultura tridimensional. Os resultados mostraram que os ativos
Centella asiatica, Blend e cafeina na concentragdo 2,5% foram mais citotoxicas em c¢lulas
endoteliais do que nas células Balb/c 3T3, uma vez que proporcionaram um decaimento de
cerca de 10%, 98% e 20%, respectivamente. No ensaio de citotoxicidade em células adiposas
os ativos Centella asiatica, hamamélis, Blend e cafeina na concentragdo de 2,5% foram mais
citotoxicas em cé¢lulas 3T3-L1 do que nas células Balb/c 3T3, visto que levaram a um
decaimento de cerca de 8%, 24%, 99% e 20%, respectivamente. Nenhum dos ativos avaliados
apresentou fototoxicidade e genotoxicidade. A co-cultura tridimensional de células adiposas e
endoteliais apresentou maior viabilidade celular quando comparada com as células em
monocamada na mesma concentracdo. No ensaio de comprovacdo de eficacia, os ativos
Centella asiatica, castanha da india, hamamélis, cafeina ¢ Blend na maior concentragao teste
causaram redu¢doda quantidade de lipidios intracelulares em torno de 40%, 12%, 27%, 35% e
30%, respectivamente. Foi possivel concluir que, o modelo proposto de co-cultura
tridimensional para avaliagdo in vifro de seguranca e eficdcia de ativos cosméticos foi efetivo
e vantajoso em relacdo ao modelo 2D, uma vez que apresenta melhor representagcdodo tecido
adiposo com concentra¢des mais proximas a de uso eorganizacao celular mais semelhantes ao
sistema in vivo.

Palavra-chaves: Métodos alternativos in vitro, cultura celular, sistemas bioldgicos, extratos
de plantas e cafeina



ABSTRACT

In vitro safety and efficacy assesment models of cosmetic actives are increasingly popular as
there is a ban on the use of animals in 39 countries and some Brazilian states. In this context,
a new in vitro model of three-dimensional coculture of adipose and endothelial cells was
proposed for the in vitro safety assessment and proof of efficacy for improvement skin
appearence of cellulite and aged skin. The safety trials of the assets Centella asiatica, horse
chestnut, witch hazel, caffeine, Blend and Ecoblend were performed by cytotoxicity assays in
three different types of cells strains, phototoxicity, genotoxicity with flow cytometry method
and cytotoxicity in three-dimensional coculture of adipose and endothelial cells and the
efficacy assay was performed by the Oil Red O method in single-layer cells and three-
dimensional coculture. The results showed that the active Centella asiatica, Blend and
caffeine in the concentration 2.5% were more cytotoxic in endothelial cells than in Balb/c 3T3
cells, since they provided a decreasement of about 10%, 98% and 20%, respectively. In the
cytotoxicity assay, the active Centella asiatica, witch hazel, Blend and caffeine at the
concentration of 2.5% were more cytotoxic in 3T3-L1 cells than in Balb/c 3T3 cells, since
they led to a decreasement of about 8%, 24%, 99% and 20%, respectively. None of the
evaluated actives presented phototoxicity and genotoxicity. The three-dimensional coculture
of adipose and endothelial cells presented greater cellular viability when compared to single-
layer cells at the same concentration. In the efficacy test, the Centella asiatica, horse chestnut,
witch hazel, caffeine and Blend in the highest test concentration caused a reduction in the
amount of intracellular lipids around 40%, 12%, 27%, 35% and 30%, respectively. It was
possible to conclude that the proposed model of three-dimensional co-culture for in vitro
evaluation of safety and efficacy of cosmetic assets was effective and advantageous in relation
to the 2D model, since it presents better representation of adipose tissue with concentrations
closer to cell use and organization more similar to the in vivo system.

Key-words: In vitro alternative methods, cell culture, biological systms, pant extracts and
caffeine
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1. Introducio

O tecido adiposo ¢ classicamente conhecido por ser responsavel pela termoregulacao e
acumulo de lipideos na forma de triacilglicerdis para gerar energia ao corpo humano.
Entretanto, estudos evidenciaram que o tecido adiposo também tem um papel importante em
diversas funcdes bioldgicas, como, secrecdo de hormonios, regulacdo de processos
inflamatérios e sistema imunoldgico, controle to tonus vascular, entre outros (COELHO;

OLIVEIRA; FERNANDES, 2013; LUO; LIU, 2016; TRAYHURN; BEATTIE, 2001).

Disfuncdes nos processos bioldgicos do tecido adiposo podem geraro aparecimento de
patologias e/ou modificagdes cutaneas, como, obesidade, alteragdes cutaneas de sustentacao
(perda de elasticidade da pele) e morfologia cutanea proporcionada pela lipodistrofiagindide
(celulite), perda de tecido adiposo no processo de envelhecimento cutineo, entre outros. As
principais vias metabolicas do tecido adiposo para esse estudo sdo a lipdlise, lipogénese e

adipogénese (GARG, 2006; QUEIROZ et al., 2009).

A lipolise ocorre a partir da quebra dos TAG em acidos graxos livres e glicerol pelas
lipoproteinas lipases (LPL). As proteinas lipases estdo localizadas na membrana celular dos
adipécitos e podem ser ativadas pela noradrenalina, adrenalina, glucagon e
adrenocorticotrofico, mas também pode ser inativada pela insulina. Entretanto, a ativagdao ou
inibi¢do da lipolise depende dos hormonios e do tipo de receptor adrenérgico (o ou ) nos
adipodcitos. O acumulo de lipidios nos adipdcitos ocorre quando a insulina se liga a um
receptor adrenérgico a, enquanto a degradacdo dos lipidios intracelulares acontece no
momento que a noradrenalina, adrenalina, glucagon e adrenocorticotréfico se ligam ao
receptor adernérgico 3. Quando a via da lipolise ¢ ativada acontecem mudangas na estrutura
da conformacdao no receptor acoplado a proteina G estimulando a enzima amplificadora
adenilato ciclase (AC) a sintetizar adenosina trifosfato (ATP) em adenosina monofosfato
ciclico (AMPc). Dessa forma, o aumento nos niveis de AMPc estimula a proteina quinase A
(PKA) a ativar a enzima lipase hormonio-sensivel (LHS) por fosforilagdo. A LHS hidrolisa os
triglicerideos em diglicerideos, monoglicerideos, acidos graxos livres e glicerol. Sendo assim,
o processo lipolitico pode ser inibido pela diminuicdo dos niveis de AMPc. E por fim, a
degradacdo do AMPc na forma nio ciclica (5'- AMP) ¢ realizada pela enzima fosfodiesterase

(CAWTHORN; SETHI, 2008; CONTI 2000, HERMAN; HERMAN, 2013).
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A lipogénese ¢ definida pela biossintese, agregagdo e estocagem de triacilglicerideos
(TAG) na forma de gotas lipidicas intracelulares em células adiposas. Para a biossintese de
TAG, as células adiposas precisam da enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase e de acidos
graxos livres. A obtencdo do glicerol-3-fosfato ocorre a partir da captacdo de glicose por
proteinas transportadoras de glicose 1 e 4 (GLUT1 e GLUT 4, respectivamente) sendo um
processo regulado pela insulina. Os metabolitos obtidos pela via glicolitica sao transformados
em piruvato, que ¢ conduzido para o interior da mitocondria e convertido em acetil-CoA pela
enzima piruvato desidogenase. O acetil-CoA reage com o oxaloacetato formando o citrato
pela enzima citrato sintase. Em seguida, uma fracdo do citrato volta para o interior
citoplasmatico formando novamente acetil-CoA pela acdo da adenosina trifosfato-citratoliase
(ATP-citratoliase), posteriormente o acetil-CoA intracelular se tranforma em
malonilcoenzima A (malonil-CoA) pelo complexo enzimatico acetil-CoAcarboxilase. Por
fim, o malonil-CoA ¢ introduzido no complexo enzimatico de acidos graxos sintase (FASN)
para a sintese de acidos graxos livres gerando o acil-CoA que em conjunto com o glicerol-3-
fosfato sdo empregados no processo de esterificacdo, finalizando a biossintese de TAG
gerando acidos graxos livres e transportando para o interior do citoplasma das células
adiposas. Enquanto, os metabdlitos obtidos pela via dos TAG sdo adquiridos por
lipopropoteinas de muito baixa densidade (VLDL) e quilomicrons circulantes que pela acao
da enzima LPL ocorre hidrdlise de TAG formando acidos graxos livres que sdo deslocados
para dentro do citoplasma das células adiposas (FONSECA-ALANIZ et al., 2006; KIM; LEE,
2015; MENEZES-GARCIA et al., 2014; MEZZAR; DE SCHRYVER; VAN VELDHOVEN,
2014; PROENCA et al., 2014).

A expansdo do tecido adiposo resulta no aumento no tamanho (hiperftrofia) e no numero
(hiperplasia) de adipdcitos, que podem ser caracterizados como grandes goticulas lipidicas
que produzem grandes quantidades de citocinas inflamatorias involvidas na inflamacao e
resisténcia a insulina. A adipogenese de forma resumida ¢ o processo que diferencia os pré-
adipdcitos em adipocitos e envolve redes de vdarios fatores de transdugdo e transcricdo de
sinais responsaveis pela diferenciacdo de adipocitos maduros. Na adipogenese, os receptores
ativados por proliferadores de peroxissoma tipo gama (PPARy) e o CCAAT/enhancer-
bindingproteino. (C/EBPa) sdo os principais fatores de transcricdo que regulam vérias
proteinas adipogénicas, transdutores de sinal e ativadores da transcricdo (STATs) e fator
Kruppel-like (KLF) para realizar a completa diferenciagdo de adipocitos (ROSEN et al.,
2002; ROSEN; MACDOUGALD, 2006; SARJEANT; STEPHENS, 2012).
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O desequilibrio nos processos de lipdlise, lipogénse e adipogénese pode gerar alteragdes
cutaneas, como celulite e envelhecimento cutdneo. A celulite gera insatisfagdo em muitas
mulheres geralmente apds a puberdade devido ao aparecimento de hormonios femininos,
como o estrogeno que ¢ responsavel pelo rompimento das fibras de colageno ao redor do
tecido adiposo permitindo a hiperplasia e hipertrofia dos adipocitos. A hiperplasia e
hipertrofia dos adipdcitos comprometem as trocas metabdlicas entre o meio intracelular e o
meio extracelular, dificultando a elimina¢ao de liquidos, minerais, restos metabolicos e
proteinas do intersticio, gerando acumulo no tecido e afetando negativamente a circulacao
sanguinea, linfatica e a permeabilidade das vénulas. Sendo assim, existe a necessidade de
utilizar ativos em formulagdes cosméticas que proporcionem a reducdo da quantidade de
lipidios intracelulares nos adipocitos (BACELAR; VIEIRA, 2006; KRUPEK, 2013; PAULA;
DAVID, 2011).

O processo de envelhecimento cutaneo ocorre a partir de fator intrinseco (cronologico) e
extrinseco [radiacdo ultravioleta (UV)] promovendo modificagdes fenotipicas, estruturais e
funcionais dos componentes da matriz extracelular, como, coldgeno, elastina e proteoglicanas
que sdo responsaveis pela forca de tensdo, elasticidade e hidratacdo da pele, respectivamente
(KRUGLIKOV; SCHERER, 2016; MORA HUERTAS et al., 2016). Além de promover
senescéncia celular e prejudicar o processo de diferenciacdo de células mesenquimais no
tecido adiposo. Essas alteragdes diminuem o processo de diferenciacdo de células pré-
adipdcitas em adipdcitos, consequentemente restringindo a hiperplasia e reduzindo a massa
subcutanea dos adipdcitos, sendo necessaria a utilizagdo de ativos que proporcionam o
aumento da quantidade de lipidios intracelulares em formulagdes voltadas para a melhora do
aspecto da pele envelhecida (MANCUSO; BOUCHARD, 2019; TCHKONIA et al., 2010;
WOLLINA et al., 2017).

O envelhecimento intrinseco ¢ caracterizado pelo decaimento da proliferacdo de células na
camada basal, gerando um afinamento na epiderme, além de promover diminui¢do na
superficie de contato entre a derme e a epiderme. A senescéncia celular ¢ originada pelo
decaimento da proliferacdo celular de queratindcitos, fibroblastos e melandcitos, além do
aumento na expressao do marcador B-galactosidase nos fibroblastose queratindcitos indicando
que a pele envelhecida tem mais células senescentes. Além disso, o envelhecimento intrinseco
degenera componentes da matriz extracelular, como, elastina, fibrilina, colageno e
oligossacarideos e perda do tecido adiposo na hipoderme gerando o aparecimento de rugas.

Os oligossacarideos quando sdo degenerados influenciam na perda de 4gua transepidérmica,
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resultando em uma pele seca, uma caracteristica marcante da pele envelhecida (CONTET-
AUDONNEAU; JEANMAIRE; PAULY, 1999; DIMRI et al, 1995; KOSMADAKI;
GILCHREST, 2004; LANDAU, 2007).

O fator primario do envelhecimento extrinseco ¢ a exposi¢do aos raios UV que causa
danos nos processos fisiologicos da pele. A radiacdo UV na derme causa reacdes moleculares
em cadeia na derme e na epiderme e resulta na superproducao de metaloproteinases de matriz
(MMPs) que estimulam a producdo de colagenase, gelatinase e estromelisina-1em fibroblastos
e queratindcitos. O desequilibrio na producdo de MMPs gera deterioracdo do colageno, da
elastina e outros componentes da matriz extracelular dérmica causando flacidez e rugas na
pele. Outro aspecto relevante ¢ que a radiacdo UV pode causar dano inicial ao &cido
desoxirribonucléico (DNA), os raios UVB agem primariamente na criacdo de dimeros de
pirimidina que eventualmente resultam em erros na mutagdo da replicagdo do DNA, enquanto
a radiacdo UVA inicia o dano genético a partir da criacdo de espécies reativas de oxigénio ou
radicias livres do quais podem causar superprodu¢do de MMPs (BOSSET et al., 2003;
FLIGIEL et al., 2003; KANG et al., 2003).

A funcdo de microvasculatura fica comprometidadevido as alteracdes na arquitetura da
parede dos vasos que causam reducdo da capacidade angiogénica consequentemente gera
superproducdo de moléculas de adesdo resultando no comprometimento da fungao
vasodilatadora (BRAVERMAN; FONFERKO, 1982; MAKRANTONAKI; ZOUBOULIS,
2007; YAAR; ELLER; GILCHREST, 2002).

Ativos sdo utilizados para auxiliar na melhora do aspecto da pele acometida por celulite e
envelhecida. Sendo assim, ativos comumente utilizados em formulagdes cosméticas que
apresentassem caracteristicas lipoliticas e/ou antiadipogénicas e adipogénicasforam
selecionados para a padronizacdo do modelo in vitro de co-cultura tridimensional (3D) de
células adiposas e endoteliais. Cabe ressaltar que o modelo foi desenvolvido com células
endoteliais com o intuito de representar melhor o tecido adiposo, uma vez que ¢ caracterizado
devido a alta irrigagdo sanguinea (FRONTINI; GIORDANO; CINTI, 2012; SILHA et al.,
2005; VOLZ, 2018).

Os ativos selecionados nesse estudo foram Centella asiatica L. (centella asiatica),
Aesculus hippocastanum L. (castanha da india), Hamamelis virginiana L. (hamamélis),
Slimbuster H (Chemyunion, Brasil) composto por Ptychopetalum olacoides Bentham

(marapuama) e Trichilia catigua Juss (catuaba) enriquecido com Pfaffia paniculata (Pfaffia) e
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Bidens leucantavar pilosa L (picdo preto) (Ecobidens®- Chemyunion, Brasil) e a cafeina
(Coffea arabica L.) é um ativo quimicamente definido e foi utilizada como controle positivo
com o intuito de comparar os resultados obtidos pelos extratos na reducao da quantidade de
lipidios intracelulares. E importante ressaltar que o Slimbuster H ¢ Ecobidens sdo nomes
comerciais dos ativos, sendo assim, nesse trabalho serdo denominados Blend (Slimbuster H) e

Ecoblend (Ecobidens).

Conforme descrito na literatura, o extrato de Centella asiatica apresenta grande
aplicabilidade em formulacdes farmacéuticas e cosméticas devido a riqueza de propriedades
relacionadas ao aumento da sintese de colageno cutaneo, melhora da microcirculagao
sanguinea e permeabilidade capilar, efeito antiproliferativo em células de cancer, atividade
antioxidante, antiinflamatoria, efeito antiadipogénico relacionado ao aumento de AMPc nos
adipdcitos, entre outras (LAWRENCE, 1967; BONTE et al., 1994; GUNTHER; WAGNER,
1996; THOLOM et.al, 2002; HASHIM et.al, 2011; LONG; STANDER; VAN WYK, 2012).

O extrato de castanha da india tem propriedades antiinflamatorias, antioxidantes,
vascularizantes, antiedemas, antitumorais, antivirais e antifingicas. Também ¢ muito utilizado
em tratamento de insuficiéncia venosa cronica, diminuicdo do estresse oxidativo e efeito anti-
aging, reducdo dos sintomas de varizes, hemorroida, celulite tonicos capilares e xampus para
queda capilar devido a melhora na circulacdo local, entre outras (SRIJAYANTA; RAMAN;
GOODWIN, 1999; SIRTORI, 2001; KUCUKKURT et al., 2010; CELEP; YILMAZ;
CORUH, 2012; FELIPE et al., 2013; VASKOVA et al., 2015).

O extrato de hamamélis apresenta grande quantidade de compostos fendlicos resultando
em uma alta capacidade antioxidante. Dados de literatura demonstram a grande aplicabilidade
desse ativo devido a acdo antiinflamatoria proporcionada pelas propriedades adstringente e
antisséptica em desordens cutaneas, como, acne e eczema além de apresentar potencial
atividade vasoconstritora e anti-aging a partir da inibicdo da colagenase e elastase, entre
outras (KORTING et.al, 1993; THRING etal, 2009; THRING etal, 2011;
COLANTONIO&RIVERS, 2016).

O blend de marapuama, catuaba enriquecido com Pfaffia ¢ um extrato padronizado
contendo 1,02% (v/v) de flavonoides totais expressos em rutina e a associacdo das trés plantas
foram realizadas com o intuito de promover atividade antiadipogénica e redu¢do de edemas

em pele acometida por celulite devido a presenca de flavonodides totais e saponinas, além de
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melhorar a microcirculagdo periférica cutdnea (LONGHINI et al, 2017; ROBLES
VELASCO et al., 2017).

O blend de Bidens Pilosa L. apresenta propriedade antiinflamatéria, antimalaria,
antitumoral, antioxidativa, antimicrobiana, hepatoprotetora, entre outras (BARTOLOME;
VILLASENOR; YANG, 2013; GEISSBERGER; SEQUIN, 1991). Tal ativo é comumente
utilizado em formulagdes anti-aging atuando em dois mecanismos fundamentais relacionado
ao envelhecimento cutaneo: a sintese de coldgeno que envolve a transformacdo da via de
sinalizacdo do fator de crescimento transformador beta (TGF-B) resultando no aumento de
firmeza, regeneragdo da espessura do tecido dérmico, estabilizagdo da jungdo dermo-
epidérmica e no aumento de lipidios intracelulares nos adipocitos a fim de promover um
efeito de preenchimento auxiliando na perda de sustentacdo que ocorre na pele envelhecida
(WENZEL et al, 2017; DIEAMANT et al., 2015; GOVINDEN; BHOOLA, 2003; IGNOTZ;
MASSAGUE, 1986; RAGHOW et al., 1987).

A cafeina apresenta propriedades antioxidantes, melhora o crescimento dos cabelos e
quando associada a formulagdes fotoprotetores aumento o espectro de prote¢ao a radiagcdo
ultravioleta (UV) (FISCHER; HIPLER; ELSNER, 2007; LADEMANN et al, 2010). A
cafeina ¢ muito utilizada em formula¢des cosméticas voltadas para a melhora do aspecto da
pele com celulite porque esse ativo pode afetar a sinalizagdo de diferentes vias celulares
(DIEPVENS; WESTERTERP; WESTERTERP-PLANTENGA, 2007). Neste contexto a
cafeina pode afetar a secrecdo de catecolaminas que ativa os receptores B adrenérgicos
aumentando a concentracdo de AMPc nas células resultando na ativagdo de lipase hormdnio
sensivel no processo da lipolise (PALUSKA, 2003; PANCHAL et al., 2012). Esse ativo
também pode bloquear os receptores a adrenérgicos prevenindo o actimulo de lipidios
intracelulares dos adipdcitos e acelerar o processo da lipolise. Outra via pode ser ativada pela
cafeina a partir da inibi¢ao da atividade de fosfodiesterase, elevando os niveis de AMPc nos
adipocitos e estimulando a lipdlise (VOGELGESANG et al., 2011). Assim a cafeina ativa a
lipase hormonio sensivel o que leva a degradagdo dos triglicerideos intracelulares presentes
nos adipdcitos e auxilia na reducao da celulite. Cabe ressaltar que a cafeina também estimula
a drenagem do sistema linfatico no tecido adiposo, a partir da remogao de lipidios, toxinas e
substratos desnecessarios gerados pelo processo da lipdlise, auxiliando na melhora da

microcirculagdo periférica (HERMAN; HERMAN, 2013).
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Apesar da ampla utilizacdo desses ativos em formula¢des cosméticas, dados de literatura
utilizando modelos de avaliacdo in vitro de seguranca ainda sdo escassos, um fato que deve
ser revisto, devido a implementacao (2013) da [7" Amendment to the Cosmetics Directive
2003/15/EC] que impediu a continuidade do uso de animais em testes voltados para
ingredientes e/ou produtos cosméticos, banindo os testes e a comercializagdo em toda unido
européiade produtos cosméticos que foram testados em animais. Nesse contexto, outros 39
paises e alguns estados brasileiros também proibiram o teste de produtos cosméticos em
animais demonstrando a necessidade de enriquecimento dos dados de literatura em modelos

in vitro de cultura celular.

Os modelos in vitro de cultura celular vém evoluindo cada vez mais, modelos de cultura
celular dimensional (2D) que eram amplamente utilizados e efetivos antigamente, nao
reproduzem a complexidade dos tecidos celulares, comoo tecido adiposo (JAGANATHAN et
al., 2015; SOUZA et al., 2010). Nesse contexto, foi realizada a padronizacao do modelo de
co-cultura 3D com ativos naturais e sintéticos que ja tem comprovagao da atividade lipolitica
e/ou antiadipogénicas e adipogénicas com o intuito de disponibilizar um novo modelo para a

avaliagdo in vitro de seguranca e comprovagao de eficacia de ativos.
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2. Objetivos

2.1. Geral

Avaliar a toxicidade in vitro utilizando ensaios recomendados por guias internacionais

e nacionais de métodos alternativos e eficacia da Centella asiatica, castanha da india,

hamamélis, cafeina, Blend e Ecoblend pelo método de Oil Red O a fim de verificar a reducao

ou acumulo de lipidios intracelulares, ativos comumente utilizados em formulacdes

cosméticas voltadas para a melhora do aspecto da celulite e/ou anti-aging.

2.2. Especificos

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Comparacdo de técnicas de viabilidade celular por trés corantes vitais diferentes
(Neutral Red, MTT e Prestoblue™) utilizando a linhagem celular Balb/c 3T3 clone
A31;

Avaliagao in vitro de citotoxicidade em células 3T3-L1 e endoteliais.

Avaliacdo in vitro de fototoxicidade utilizando a linhagem celular Balb/c 3T3 clone
A31;

Avaliagao in vitro de genotoxicidade em células CHO-K1;

Avaliagao de eficacia dos ativos no modelo in vitro de co-cultura 3D de células 3T3-

L1 e endoteliais pelo método colorimétrico com Oil Red O.
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3. Material e métodos

3.1. Material

Os ativos Centella asiatica, castanha da india e hamamélis foram doadas pela empresa
Mapric® (Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil). Os produtos comerciais Blend e o Ecoblend foram
doados pela empresa Chemyunion® (Sorocaba, Sdo Paulo, Brasil). A cafeina sintética (Coffea
arabica L.) foi doada pela empresa Embrafarma® (Sio Paulo, Sdo Paulo, Brasil). As

descri¢des quimicas de cada ativo estdo presentes na Tabela 1.
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Tabela 1 - Descricio da composicido quimica dos extratos utilizados no estudo

Extrato

Composi¢cio quimica

Centella asiatica (L.) Urb

Castanha da india

Hamamélis

Blend (Ptychopetalum olacoides Bentham e
Trichilia catigua Juss, enriquecido com
Pfaffiapaniculata)

Ecoblend (Bidens pilosa L.)

Principais constituintes quimicos: acido asiatico, acido madecassico, acido madasiatico, asiaticosideo e madecassoside.
Também apresenta flavonoides, como, quercetina e miercitina e acidos fenolicos, por exemplo, acido clorogénico em sua

composicdo (INAMDAR et al., 1996; MAULIDIANI et al., 2014; ORHAN, 2012).

Classe predominante: saponinas triterpénicas. O principal constituinte quimico: aescina (escina). Também apresenta
flavondides e taninos, como, quercetina, derivados de kaempferol, proantocianidinas, esterois e acidos graxos (acido linolénico,

palmitico e estedrico) em sua composi¢do (FELIPE et al., 2013; SRIJAYANTA; RAMAN; GOODWIN, 1999).

Classe predominante: taninos se dividindo em taninos galicos, condensados e hidrolisados. Também apresenta constituintes
fenodlicos (4cido galico e cafeico), flavondides, como, quercitina e kaempferol, 4cidos hidroxicindmico, saponina acida, colina e

6leo essencial em sua composigdo (DUCKSTEIN; STINTZING, 2011; TOURINO et al., 2008)

Ptychopetalum olacoides Bentham e Trichilia catigua Juss > Classes predominantes: flavondides e saponinas. Também
apresenta constituintesalcaléides, taninos, 6leos aromaticos, terpenos, esterdides, resinas gordurosas, acido beé€nico e lupeol em
sua composicao (BABY et al., 2007; DREWES; GEORGE; KHAN, 2003; ROLIM et al., 2006).

Pfaffia paniculata—> Classes predominantes: fitoesterdis (principalmente B-ecdisona), acido pfaffic (nortriterpenohexaciclico) e
glicosideos (pfaffosides A — F [saponinas]). Também apresenta alantoina, estigmasterol e sistosterol em sua composi¢ao (LI;

JADHAV; KHAN, 2010; NAKAI et al., 1984).

Principais constituintes quimicos: flavondides e poliacetilenos. Também apresentam fenilpropandides, polifenois, triterpenos,
saponinas e alcaloides em sua composi¢do (BARTOLOME; VILLASENOR; YANG, 2013; LIMA SILVA et al., 2011; SINGH
etal., 2017).
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Os extratos doados pela empresa Mapric® vém solubilizados no solvente (4gua,
propilenoglicol, etanol, metilcloroisotiazolinona e metilparabeno), o Blend ¢ solubilizado em
(agua e butilenoglicol) e o Ecoblend em (agua e glicerina), as proporgdes estao descritas na

Tabela 2.

Tabela 2 - Descricio da propor¢ao dos solventes dos extratos doados pela empresa Mapric® e
Chemyunion®

Solventes Proporgio

Mapric® (dgua, propilenoglicol, etanol, metilcloroisotiazolinona « 74,9:25:10:0,1:1, respectivamente
metilparabeno)

Ecoblend (agua e glicerina) 85:10, respectivamente

Blend (agua e butilenoglicol) 32:24, respectivamente

Cabe ressaltar que, os ensaios de seguranca e eficacia também foram realizados apenas
com os solventes dos extratos para garantir a ndo interferéncia na viabilidade celular e na

redu¢@o ou aumento do acimulo de lipidios intracelular nas células.

3.1.1. Linhagens celulares

As linhagens celulares usadas nos ensaio de citotoxicidade foram: Balb/c 3T3 clone
A31 (ATCC®, CCL-163™); 3T3-L1 (ATCC®, CCL-173™), ¢ endotélio vascular obtido a
partir de explantes de veia cava inferior de ratos Wistar (linhagem estabelecida no laboratorio
colaborador da Professora Liliam Fernandes- Fapesp 14/18760-4). Para a fototoxicidade foi
utilizada linhagem Balb/c 3T3, para a genotoxicidade CHO-K1 (ATCC®, CCL-61™) e para o
modelo de co-cultura 3D os ensaios de citotoxicidade e teste de acimulo ou reducdo de
lipidios intracelulares pelo método de Oil Red O foram utilizadas as células 3T3-L1 e

endoteliais.
3.1.2. Meios de cultivo celular

As células Balb/c 3T3 e veia cava foram cultivadas em Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM) (Gibco®, nimero de catalogo 12800017), suplementado com 10% (v/v) de
soro fetal bovino (SFB) (Vitrocell®, nimero de catalago VS0011), 1% (v/v) da solugdo de

antibiotico e antimicético (10.000 ULmL™" de penicilina, 10 mg.mL™" de estreptomicina e 1
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mg.mL'1 de anfotericina B) (Gibco®, numero de catdlago 15140-122) e 2 mM de L-Gutamina
(Gibco®, miimero de catalago 2503149).

As células CHO-K1 foram cultivadas em RPMI-1640 (Gibco®™, niimero de catlago
11875093) suplementado com 10% (v/v) de SFB.

As células 3T3-L1 foram cultivadas em DMEM suplementado com 10% (v/v) de Fetal
Calf Serum (FCS, Gibco®™, numero de catilago 16010159) ¢ 1% da solugio de penicilina e
estreptomicina.

A co-cultura 3D de células 3T3-L1 e endoteliais foram cultivadas em DMEM

suplementado com 10% (v/v) de FCS e 1% da solu¢ao de penicilina e estreptomicina.
3.1.3. Corantes

Os corantes utilizados nos ensaios de viabilidade celular foram Neutral Red (NR,
Sigma-Aldrich®, nimero CAS553-24-2), brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-
2H-tetrazolio (MTT, Sigma-Aldrich®, numero CAS 298-93-1), Prestoblue™(Invitrogen™,
namero de catalago A13261), Oil Red O (Sigma-Aldrich®, nimero CAS 1320-06-5).

3.1.4. Reagentes utilizados nos ensaios

Acido acético glacial (Labsynth®, numero CAS 64-19-7), élcool isopropilico
(Labsynth®, namero CAS 67-63-0). Ethidium monoazide (EMA, Invitrogen™, nimero de
catdlago E1374), Green Nucleic Acid Stain - 5 mM Solution in DMSO (SYTOX™,
Invitrogen™, numero de catdlogo S7020), Ribonuclease A from bovine pancreas (RNA,
Sigma—Aldrich®, numero CAS 9001-99-4), Cloreto de sodio (NaCl, Labsynth®, numero CAS
7647-14-5), Citrato de sodio dihidratado(Labsynth®, numero CAS 6132-04-3), Triton X — 100
(Sigma-Aldrich®, numero CAS 9002-93-1), Sacarose (Labsynth®, nimero CAS 57-50-1),
Acido Citrico (Labsynth®, nimero CAS 77-92-9), Mitomicina C (MTMC, Sigma-Aldrich®,
namero CAS 50-07-7), Benzo[o]pireno (BENZ, Sigma-Aldrich®, nimero CAS 50-32-8),
Fosfato de dinucleotidode nicotinamida e adenina (NADP, Inlab, , nimero CAS 698999-85-
8), D-glicose-6-fosfato monossodico (Glicose 6P, Sigma-Aldrich®, numero CAS 54010-71-8),
Cloreto de potéassio (KCl, Labsynth®™, nimero CAS 7447-40-7), Cloreto de Magnésio (MgCl,,
Sigma-Aldrich®, nimero CAS 7786-30-3), Aroclor 1254 (S9, Sigma-Aldrich®, numero de
catalago S2067), Nano Shuttle™-PL (NS, n3D Biosciences, nimero de catalogo 657841).
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3.2. Métodos

Os ensaios foram realizados em condi¢des assépticas segundo o OECD Principles on
Good Laboratory Practice (OECD, 1998). A incubagdo das células ocorreu a 37°C em
atmosfera de 97% de umidade relativa e 5% de CO,, até atingirem a subconfluénciade
aproximadamente 80% na placa de cultura celular (75 a 150 cm?, Corning®). O descolamente
das células aderentes foi realizado pelo método enzimatico da seguinte forma: o meio de
cultura foi removido, as células foram lavadas uma vez com Phosphate buffered saline (PBS,
Gibco®, niimero de catalago 10010031) ¢ 5 mL da solugdo de tripsina — Ethylene Diamine
Tetracetic Acid (EDTA) (0,25%), vermelho de fenol (Gibco®, nimero de catalogo 25200-
056) foram adicionada nas células por 5 minutos. Apds 5 minutos, 5 mL de meio de cultura
suplementado com 10% de SFB foram adicionados para bloquear a acdo da tripsina, em
seguida a suspensao de células foi transferida para um tubo conico e centrifugada a 1500 rpm
por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi aspirado, as cé¢lulas foram ressuspendidas no
meio de cultura e 10 pL da suspensdo de células foram adicionados no hemocitémetro
(Camara de Neubauer, Kasvi®) para a contagem celular. Por fim, foi realizada a amplificacio
e/ou plaqueamento das células.

As metodologias empregadas nesse estudo estdo descritas no fluxograma a seguir:



» Comparacao de corantes de viabilidade celular no ensaio de citotoxicidade

» Teste de citotoxicidade em células Balb/c 3T3

» Teste de fototoxicidade em células Balb/c 3T3

v

<
» Teste de diferenciacdo de pré-adipédcitos (3T3-L1) em adipocitos na
monocamada

v

» Teste piloto de eficacia em monocultura de células 3T3-L1 pelo método de Oif
Red O

v

N\

¢ Teste de citotoxicidade em células de pré-adipdcitos (3T3-L1) e endotélio

¢ Teste de citotoxicidade em co-cultura 3D de células 3T3-L1 e endotélio

» Teste de genotoxicidade

7

» Teste de eficacia em co-cultura 3D de células 3T3-L1 e endotélio pelo métodc;
de Oil Red O

S

N

» Analise estatistica dos resultados
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3.2.1. Comparacao de corantes de viabilidade celular no ensaio de citotoxicidade

A utilizagdo do corante NR nos testes de citotoxicidade e fototoxicidade esta

preconizada no guia da OECD/GD 129 (2010) e OECD/GD 432 (2019), respectivamente.

Entretanto, no teste de citotoxicidade, além da solucdo de NR, também foram realizados

ensaios com os corantes vitais MTT e resarzurina (Prestoblue) com intuito escolher o melhor
corante para os ativos do estudo. Cabe ressaltar que, o corante Prestoblue pode ser

detectadotanto por colorimetria quanto por fluorimetria, entretanto em nosso estudo s6 foram

utilizadas as leituras de fluorescéncia. Sendo assim, as leituras de absorbancia e/ou

fluorescéncia de cada corante utilizado.
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Inicialmente, o ensaio de citotoxicidade foi realizado com algumas adaptacdes das
metodologias disponibilizadas pelos guias da OECD. O controle positivo [dimetilsulfoxido
(DMSO)] e os extratos de Centella asiatica, castanha da india e hamamélis foram preparados
em 8 concentragoes diferentes, empregando o fator diluicdo 1:2 em meio DMEM
suplementado com 10% de SFB, resultando em valores de concentragdo de 1,56 a 20%. Cabe
ressaltar que, apesar dos ativos serem utilizados até no maximo 10% em formulagdes
cosméticas, as concentragdes de 1,56% a 20% foram selecionadas com a finalidade das

menores concentragdes serem proximas ao que seria utilizado em uma formulagao final.

As células de Ilinhagem Balb/c 3T3 foram semeadas na quantidade de
aproximadamente 20 mil células por pogo em microplacas de 96 pocos (0,28 cm? de area de
cada pogo) e foram incubadas a 37 °C em atmosfera umida e 5 % de CO, por 24 horas para
adesdo celular, no total de 15 microplacas, conforme descrito na Tabela 3. Apds 24 horas, o
meio de cultura foi retirado, 100 pL de cada uma das 8 concentracoes de DMSO foi

adicionada em sextuplicata na microplaca e incubadas por 48 horas.

Tabela 3 - Ativos utilizados no ensaio de citotoxicidade na comparacio de corantes de viabilidade celular.

Ativos e controle + Corantes vitais Quantidade total de microplacas
DMSO NR MTT Prestoblue

Centella asiatica NR MTT Prestoblue

Castanha da india NR  MTT  Prestoblue > @mostrasx 3 corantes =15
Hamamélis NR MTT Prestoblue

Solvente Mapric® NR MTT Prestoblue

Legenda: NR (neutral red); MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazoélio); DMSO

(dimetilsulfoxido).

Na coloragdo de NR, o meio de cultura foi retirado e os pocos foram lavados com a
PBS (pH 7.4), aspirados e foram adicionados 100 pL da solugdo de NR (50 pg/mL) em
DMEM e as células incubadas a 37 °C em atmosfera umida e 5 % de CO,por 3 horas. Apos 3
horas, a solucdo de NR foi removida, os pocos foram lavados com a solugdo de PBS e
aspirados. Em seguida, foram adicionados 150 pL da solucdo desorb composta por: 49% (v/v)
de agua ultrapurificada, 50% (v/v) de etanol e 1% (v/v) de acido acético glacial, a solucdo
desorb ¢ utilizada para a dessor¢do dos cristais de NR presente no lisossoma das células
viaveis. Posteriormente, ao abrigo da luz amicroplaca ficou sob agitacdo durante 15 minutos

até total extragdodo NR das células.
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Na colorag@o por MTT, o meio de cultura foi retirado e os pogos foram lavados com a
solugdo de PBS, aspirados e foram adicionados 100 pL da solugdo de MTT (0,5 mg/mL) em
DMEM e as células foram incubadas a 37 °C em atmosfera tmida e 5 % de CO; por 2 horas.
Apos 2 horas, a solucao de MTT foi removida, os pogos foram lavados com a solugao de PBS
e aspirados. Em seguida, foram adicionados 100 pL de alcool isopropilico gelado (5°C) para
dissolucdo dos cristais de formazan. Posteriormente, ao abrigo da luz a microplaca ficou sob

agitacdo durante 15 minutos até completa dissolugao dos cristais.

Na coloragao por Prestoblue, 10 pL da solucao de Prestoblue (10x) foi adicionada no
meio de cultura presente na microplaca e as células foram incubadas a 37 °C em atmosfera
umida e 5 % de CO, por 2 horas. Cabe ressaltar que, a solugdo de Prestoblue vém 10x

concentrada e € diluida dez vezes antes do uso.

A leitura de absorbancia das microplacas apos coloragdao foi realizada no leitor de
microplacas (modelo Synergy HT, Biotek™) no comprimento de onda de 540 nm para a
microplaca corada com NR e 570 nm para a microplaca corada com MTT. A leitura de
fluorescéncia foi realizada no mesmo leitor na excitagdo de 535 nm e emissao de 615 nm para

a microplaca corada com Prestoblue (Figural).

Figura 1 - Células coradas com os corantes vitais nas microplacas de 96 pocos. A: NR (Neutral Red); B:
MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, S5-difenil-2H-tetrazélio); C: Prestoblue.
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Os célculos das viabilidades celulares foram realizados conforme descrito na Equagao

Equacao 1 - Formula do calculo da viabilidade celular
ct
Viabilidadecelular(%) = P 100

O CT ¢ a absorbancia das células tratadas ¢ CC absorbancia do controle de células. As
analises estatisticaseo calculo das concentragdes inibitorias de 50% (ICsy) da populagao
celular foram realizados no programa GraphPad Prism versao 7.0, conforme descrito no item

3.2.10.
3.2.2. Teste de citotoxicidade em células Balb/c 3T3

O teste de citotoxicidade do Blend, Ecoblend, cafeina, solventes Ecoblend e Blend
foram realizados em células Balb/c 3T3 e os ativos foram testados em 8 concentracdes
diferentes, empregando o fator de dilui¢do 1:2 em meio DMEM suplementado com 10% de

SFB, conforme descrito na Tabela 4.

Tabela 4 - Descriciio dos ativos e concentracdes utilizados no teste de citotoxicidade em células Balb/c 3T3

Ativos Concentracaoinicial (%) Concentracaofinal (%)
Ecoblend 0,078 10
Blend 0,024 3,13
Solvente Ecoblend 0,078 10
Solvente Blend 0,024 3,13
Cafeina 0,0234 3

As células de Ilinhagem Balb/c 3T3 foram semeadas na quantidade de
aproximadamente 20 mil células por pogo em microplacas de 96 pocos (0,28 cm? de area de
cada pogo) e foram incubadas a 37 °C em atmosfera timida e 5 % de CO; por 24 horas para
adesdo celular, no total de 3 microplacas. Ap6s 24 horas, o meio de cultura foi retirado, 100
uL de cada uma das 8 concentragdes do Blend, Ecoblend, cafeina e solventes dos produtos
Blend e Ecoblend foram adicionados em sextuplicata na microplaca e incubadas por 48
horas.Devido a facil manipula¢do e pouca interferéncia em ativos que apresentam coloragdo

proxima ao vermelho, o corante Prestoblue foi selecionado para a realizacdo desses ensaios
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de citotoxicidade. Apos 48 horas, 10 pL da solucdo de Prestoblue (10x) foram adicionados no
meio de cultura presente na microplaca e as células foram incubadas a 37 °C em atmosfera
umida e 5 % de CO; por 2 horas. Por fim, a leitura de fluorescéncia foi realizada pelo leitor de

ELISA na excitagdao de 535 nm e emissao de 615 nm.

A viabilidade celular foi calculada utilizando a Equagdo 1 descrita na Pagina 22. As
analises estatisticas e o calculo das ICsy da populagdo celular foram realizados no programa

GraphPad Prism versao 7.0, conforme descrino no item 3.2.10.
3.2.3. Teste de fototoxicidade

O teste de fototoxicidade dos ativos do estudo foi realizado com algumas adaptagdes
do método preconizado pelo guia da OECD/GD 432.

As células de linhagem Balb/c 3T3 foram semeadas na quantidade de 20 mil células
por poco em microplacas de 96 pogos (0,28 cm? de area de cada pogo) e foram incubadas a 37
°C em atmosfera umida e 5 % de CO; por 24 horas para adesdo celular. As amostras foram
diluidas em 8 concentracdes diferentes em PBS enriquecido com 0,1% calcio (p/v) e 0,13%
magnésio (p/v), utilizando ofator de dilui¢do 1:47 e ao abrigo da luz, a fim de prevenir a
fotoativagdo ou fotodegradagao dos ativos. As concentragdes iniciais e finais utilizadas estdo
na Tabela 5 (OECD 432, 2019).

Tabela 5 - Descricio das concentragdes iniciais e finais dos ativos no teste de fototoxicidade em células
Balb/c 3T3

Ativos Concentracio inicial (%) Concentracio final (%)

Extrato de Centella asiatica L. 0,168 2,5
Extrato de castanha da india 0,084 1,25
Extrato de hamamélis 0,084 1,25
Cafeina 0,08 1,2
Blend 0,21 3,13

Ecoblend 0,496 10

Solvente Ecoblend 0,496 10
Solvente Blend 0,21 3,13
Solvente Mapric® 0,168 2,5

Para cada amostra foram preparadas 2 placas. Apds 24 horas de incubagdo, o meio de
cultura foi retirado, 100 pL de cada concentracdo dos ativos foram adicionados em
sextuplicata nas microplacas e incubadas por lhora a 37 °C em atmosfera umida e 5 % de
COa,. Posteriormente, na camara de fototoxicidade, uma das placas foi exposta a maior dose

de radiagio ultravioleta A (UVA+) ndo citotoxica (5 J/cm?) determinada pelo guia da
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OECD/TG 432, enquanto a outra placa foi mantida no escuro (UVA-) pelo periodo de

aproximadamente 1 hora a temperatura ambiente (Figura 2).

Camara de fototoxicidade

—— Com exposicao

Sem exposicao

sl de S L 24

Figura 2 - Fotografia da parte interna da cimara de fototoxicidade com as células aderidas nas
microplacas expostas ou nio a irradiacio UVA+

Apobs o periodo de exposicdo, os ativos das microplacas expostas e ndo expostas a
irradiagao foram removidos e lavadas com PBS enriquecido com calcio de magnésio. Apds a
lavagem, o PBS enriquecido foi aspirado e foram adicionados 100 uL de meio de cultura
DMEM enriquecido com 10% de SFB e as microplacas foram incubadas a 37 °C em
atmosfera umida e 5 % de CO, por 24 horas. Por fim, as placas foram coradas com NR
conforme descrito no item 3.2.1 e as leituras de absorbancia no comprimento de onde de 540
nm foram realizosno leitor de microplaca. As curvas de viabilidade celular foram obtidas pelo
programa GraphPad Prism versdo 7 e as andlisesdos resultados foram feitas no programa
PHOTOTOX®, que calculou o Photo Irradiation Factor (PIF) conforme descrito na Equagio
2:
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Equacio 2 - Formula para o calculo da fototoxicidade

ICcy (—1
PIF = s0 (—1IrT)
ICso (+IRR)

Sendo ICsy (-Irr) a dose que representa 50% de morte celular da microplaca ndo
irradiada e 1Cso (+IRR) a dose que representa 50% da microplaca irradiada. Dessa forma, a
partir do célculo de PIF ¢ possivel categorizar os ativos como ndo fototoxico (PIF <2);
provavelmente fototoxica (2 < PIF < 5); e fofotoxica (PIF > 5) (OECD, 2019; SPIELMANN
et al., 1998).

3.2.4. Teste de diferenciacio celular de pré-adipécitos (3T3-L1) em adipdcitos na
monocamada

As células 3T3-L1 foram semeadas na quantidade de aproximadamente 50 mil células
por pogo emplacas de 6pogos (8,87 cm? de area de cada pogo) e foram incubadasa 37 °C em
atmosfera umida ¢ 5 % de CO, até atingir 70% de confluéncia, trocando meio de cultura
DMEM suplementado com 10% de FCS a cada 2 ou 3 dias. Apo6s atingir 70% de confluéncia,
o meio de cultura foi removido e as células foram induzidas a diferencia¢do adipogénica com
meio de cultura de diferenciagdo celular composto por 0,5 Mm isobutilmetilxantina, 1 uM
dexametasona e 1,7 uM de insulina em DMEM suplementado com 10% FCS e a placa foi
incubada a 37 °C em atmosfera imida e 5 % de CO; por 72 horas (dia 0). Apés 72 horas, o
meio de indugdo de diferenciagdo celular foi removido ¢ foi adicionado meio de cultura
suplementado com 1,7 uM de insulina junto com a cafeina na concentracdo de 1,5 mg/mL
(dia 3) e a placa foi incubada a 37 °C em atmosfera imida e 5 % de COpor 72 horas. Apds
72 horas, o meio foi removido e adicionado meio de cultura suplementado com 1,7 uM de
insulina junto com a cafeina na concentragdo de 1,5 mg/mL e a placa foi incubada a 37 °C em
atmosfera umida e 5 % de CO; por 48 horas (dia 6). Apos 48 horas, a diferenciacdo das
células esta completa. O meio de cultura foi removido e foi realizado o teste de Oil Red O (dia

8).
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3.2.5. Teste piloto de eficacia em monocultura de células 3T3-L1 pelo método de
Oil Red O

Ap6s os oito dias de realizacdo das etapas no procedimento de diferenciacdo e
tratamento das células com as amostras, foi feito o seguinte procedimento: o sobrenadante das
placas foi removido, os pocos foram lavados com PBS e aspirados, em seguida as células
foram fixadas comsolucdo de formaldeido (10%) diluida em PBS e incubadas a temperatura
ambiente por 15 minutos. Apds 15 minutos, a solugdo foi removida, os pocos foram lavados
duas vezes com PBS e aspirados. O preparo da solu¢do de Oil Red O foi realizado conforme

descrito na Tabela 5.

Tabela 6 - Descriciio do preparo das solucoes de Oil Red O

Preparo de solu¢do mie de

Oil Red O Preparo de 30 mL de solucio de Oil Red O para adicionar nas células

0,5g do regente Oil Red O em Pegar 18 mL da solugdo mae de Oil Red O, adicionar 12 mL de PBS e filtrar
100 mL de alcool isopropilico utilizando filtro PES de 0,45 um (Jet-Biofil™)

A solugdo de Oil Red O foi adicionada nas células e a placa foi incubada a temperatura
ambiente ao abrigo da luz por 1h15 minutos. Em seguida a soluc¢ao de Oil Red O foi removida
e as células foram lavadas duas vezes com agua ultrapurificada, os pocos foram aspirados e
foi aguardada a completa evaporacdo da agua. As fotos foram adquiridas pelo Microscopio
Invertido Primovert + Axiocam 105 (Carl Zeiss) e estdo representadas na Figura 3.
Posteriormente, foram adicionados 1000 pL de alcool isopropilico para a extragdo do Oil Red
Oe as placas ficaram sob agitacao durante 15 minutos. Por fim, as células foram removidas da
placa e transferidas para uma microplaca de 96 pogos e as leituras de absorbancia foram

realizadas no leitor de microplaca no comprimento de onda de 500 nm.
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INDIF DIF

CAFEINA

Figura 3 - Fotomicrografia obtida a partir da observacao das placas de 6 pocos ao microscépio optico
(Carl Zeiss), no aumento de 10x da objetiva. A: Controle de células indiferenciadas (INDIF); B: Controle das
células diferenciadas (DIF); C: Células tratadas com 1,5 mg/mL de cafeina.

3.2.6. Teste de citotoxicidade em células de pré-adipdcitos (3T3-L1) e endotélio

As células 3T3-L1 e endoteliais foram semeadas na quantidade de aproximadamente
20 mil células por poco em microplacas de 96 pogos (0,28 cm? de area de cada poco)
separadamente e foram incubadas a 37 °C em atmosfera imida e 5 % de CO; por 24 horas
para adesdo celular. Nessa etapa do teste, apenas as concentracdes que apresentaram
viabilidade > 80% na avaliagdo in vitro de citotoxicidade na linhagem Balb/c 3T3 foram
selecionadas. Sendo assim, foram realizados 3 ensaios independentes, os ativos foram
preparados em 3 concentragdes diferentes com excegdo dos solventes que foram testados
apenas em uma concentragdo, foi empregado o fator de diluicdo 1:2 em meio DMEM
suplementado com 10% de SFB para as células de veia cava e meio DMEM suplementado
com 10% de FCS para as células 3T3-L1, as concentragdes dos ativos estdo detalhados na

Tabela 7.
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Tabela 7 - Descricido das concentracoes dos ativos no teste de citotoxicidade em células 3T3-L1 e endotélio

Ativos Concentrac¢ao 1 (%) Concentracao 2 (%) Concentracao 3 (%)

Extrato de Centella asiatica 0,625 1,25 2,5
Extrato de castanha da india 0,625 1,25 2,5
Extrato de hamamélis 0,625 1,25 2,5
Solvente Mapric 0,625 1,25 2,5
Ecoblend 1,25 2,5 5,0

Blend 0,0049 0,00975 0,0195
Solvente Ecoblend 1,25 2,5 5,0

Solvente Blend 0,0049 0,00975 0,0195
Cafeina 0,375 0,75 1,5
Dimetilsulféxido (DMSO) 5 10 20

Apo6s 48 horas, o meio de cultura foi retirado, 100 uL de cada concentra¢do das
amostras foram adicionadas em sextuplicata na microplaca e incubadas por 48 horas. Apos 48
horas, 10 puL da solucdo de Prestoblue (10x) foram adicionados ao meio de cultura presente
na microplaca e as células foram incubadas a 37 °C em atmosfera umida e 5 % de CO; por 2
horas. Por fim, a leitura de fluorescéncia foi realizada pelo leitor de ELISA na excitagcdo de

535 nm e emissao de 615 nm.

A viabilidade celular foi calculada utilizando a Equagdo 1 (ver pagina 22). As analises
estatisticas e o calculo das ICsy da populacdo celular foram realizados no programa GraphPad

Prism versao 7.0, conforme descrito no item 3.2.10.

3.2.7. Teste de citotoxicidade em co-cultura de células 3T3-L1 e endotélio

A cultura 3D por levitagdo foi realizada com algumas adaptacdes conforme descrito
por SOUZA et.al (2010) e DAQUINAG et.al (2012). O kit Bio-Assembler™ (Nanoshuttle
(NS) e microplacas de 96 pogos com um drive magnético) foi utilizado durante esse
procedimento. Apds o cultivo das células 3T3-L1 e endoteliais separadamente, as células
foram tripsinizadas, contadas e adicionadas em um tubo coOnico na propor¢do de
aproximadamente 95% (45 mil) de células 3T3-L1 e 5% (5 mil) de células de veia cava por
poco. Em seguida, as células foram magnetizadas com a proporc¢ao de 1 pL da solugdo de NS
para aproximadamente 10 mil células, as células foram centrifugadas a 150 forca centrifuga
relativa (RCF) por 5 minutos. O pellet celular foi formado e ressuspendido no proprio meio de
cultura presente no tubo conico € o mesmo processo de centrifugacao foi realizado por mais
duas vezes. Apdés a ultima centrifugacdo, o sobrenadante foi aspirado e o pellet foi

ressuspendido em 150 pL por pogo para o plaqueamento, o drive magnético (imas) foi
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posicionado embaixo da microplaca de 96 pocos (que apresenta um tratamento especial para

quendo ocorra adesdo celular) e foi realizado o plaqueamento (Figura 4).

Figura 4 - Plaqueamento de células naco-cultura 3D. A: Foto do plaquemento das células na microplaca de 96
pocos; B: Foto de 96 imis utilizados para acoplar na microplaca de 96 pogos. C: Foto da forma como acopla o
imd na microplaca de 96 pocos; D: Foto do sistema total = microplaca de 96 pogos e imé acoplados para a
formacgao da co-cultura3D.

As placa de 96 pogos foram posicionadas na incubadora com o drive magnético
embaixo a 37 °C em atmosfera umida e 5 % de CO, por 24 horas para a formagdo do
esferoide. Apo6s 24 horas, o drive magnético foi removido e os esferoides ficaram
remodelando na incubadora a 37 °C em atmosfera umida e 5 % de CO; por 24 horas. A

conformagao do esferoide estd mostrada na Figura 5.

100 um

Figura 5-Fotomicrografia obtida a partir da observacio da co-cultura3D das células 3T3-L1 e veia cava
em um poco da microplaca de 96 pocos ao microscopio optico (Carl Zeiss) no aumento de 10x da objetiva.
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Dois dias apos a formagao da co-cultura 3D de células 3T3-L1 e endoteliais, as células
foram induzidas a diferenciacdo celular com meio de cultura contendo 0,5 Mm
isobutilmetilxantina, 1 pM dexametasona e 1,7 uM de insulina em DMEM suplementado com
10% SFB por 72 horas. Apds 72 horas, o meio de inducdo a diferenciacdo foi substituido por
DMEM suplementado com 10% de SFB contendo 1,7 uM de insulina e a microplaca foi
incubada a 37 °C em atmosfera imida e 5 % de CO; por 72 horas (dia 3). Apés 72 horas, o
meio foi removido e foi adicionado meio de cultura suplementado com 1,7 uM de insulina e a
microplaca foi incubada a 37 °C em atmosfera imida e 5 % de CO; por 48 horas (dia 6). No
sexto dia, os ativos do estudo foram adicionados na co-cultura 3D em duas concentragdes
diferentes utilizando o fator de dilui¢do 1:2 e a microplaca foi incubada a 37 °C em atmosfera
umida e 5 % de CO; por 48 horas (dia 8), as concentracdes dos ativos estdo detalhadas na

Tabela 8.

Tabela 8 - Descricdo das concentracoes dos ativos utilizados no ensaio de citotoxicidade da co-cultura3Dde
células 3T3-L1 e veia cava

Ativos Concentracio 1 e 2, respectivamente

Extrato de Centella asiatica 2,5 5
Extrato de castanha da india 2,5 5
Extrato de hamamélis 2,5 5
Ecoblend 2,5 5

Blend 0,012 0,024

Cafeina 0,375 0,75
Solvente Ecoblend 2,5 5

Solvente Blend 0,012 0,024
Solvente Mapric 2,5 5

Apo6s 48 horas, 10 puL da solucdao de Prestoblue (10x) foram adicionados no meio de
cultura presente na microplaca e as células foram incubadas a 37 °C em atmosfera imida e 5
% de CO; por 2 horas. Por fim, a leitura de fluorescéncia foi realizada pelo leitor de ELISA na

excitacao de 535 nm e emissao de 615 nm.
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A viabilidade celular foi calculada utilizando a Equagdo 1 (ver pagina 22). As analises
estatisticas e o calculo das ICsy da populacdo celular foram realizados no programa GraphPad

Prism versao 7.0, conforme descrino no item 3.2.10.

3.2.8 Teste de genotoxicidade

O procedimento experimental deste ensaio foi realizado segundo o guia internacional
OECD 487 (2016) com leves modifica¢des referentes a contagem de microntcleo que foi
realizada pela técnica de citometria de fluxo. As trés concentragdes dos ativos foram obtidas a
partir do valor de IC;y (ou seja, concentragdo que inibe 10% do crescimento das células)
determinado pelo teste de citotoxicidade (RODAS er al, 2008; OECD 487, 2016).
Primeiramente, as células CHO-K1 foram semeadas na quantidade de aproximadamente 20
mil células na placa de 6 pogos (9,6 cm” de area de cada pogo) e foram incubadas a 37 °C em
atmosfera imida e 5 % de CO, por 24 horas para adesdo celular. Ap6s 24 horas, as placas
foram observadas em microscopio optico invertido (Carl Zeiss) para o acompanhamento do
crescimento celular. No dia seguinte, o meio de cultura foi removido, os controles MMTC
(0,5ug/mL), NaCl (15 pg/mL), BENZ (3 pg/mL), os ativos e os solventes foram diluidos em

RPMI-1640 e foram adicionados nas placas com as concentragdes descritas na Tabela 9.

Tabela 9 - Descricio da concentraciio dos ativos utilizados no ensaio de genotoxicidade em células CHO-
K1

Ativos Concentracio 1, 2 e 3, respectivamente (mg/mL)

Extrato de Centella asiatica 0,00225 0,0045 0,009
Extrato de castanha da india 0,000225 0,0005 0,001
Extrato de hamamélis 0,039 0,078 0,156
Ecoblend 0,00625 0,0125 0,025

Blend 0,00005375 0,0001075 0,000215

Cafeina 0,000185 0,000375 0,00075
Solventes Ecoblend; Blend; Mapric, respectivamente 0,025 0,000215 0,156

Cabe ressaltar quecada substancia foi adicionada em duplicata na placa de 6 pogos
porque uma placa teve adicao da solugdo S9 mix e a outra ndo e foram incubadasa 37 °C em
atmosfera imida e 5 % de CO; por 4 horas, a composi¢do da solucdo S9 mix esta descrita na
Tabela 10. A solugdo S9 mix foi preparada de acordo com ESTEVES-PEDRO e
colaboradores (2011).
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Tabela 10 - Descricdo da composi¢ao quimica da Solucio S9 mix utilizada no ensaio de

genotoxicidade

Solu¢ao S9 mix % (vIV)

Agua destilada autoclavada 33,05

Tampao fosfato - 0,2 M, pH 7,4 57,85

NADP - 0,1M 33,31

Glicose 6P -1 M 0,83

Solugéo de sais: KC1 1,56 M e MgCl,0,4 M 1,65

S9 3,31

Ap6s 4 horas, as placas foram lavadas com solucao tampao fosfato, por fim foi
adicionado RPMI-1640 suplementado em SFB e antibidtico nos pocos e as placas foram

incubadas a 37 °C em atmosfera umida e 5 % de CO;por 20 horas, conforme ilustrado na

Figura 6.

| O meio de cultura foi removido e os pogos lavados com PBS |

Lol L1 ]
|CC| NaCl BNZ | Ativos | |CC| NaCl MTMC | Ativos |

15 pg/mL || 3 pg/mL 15 pg/mL || 0,5 pg/mL

’ Com ativagdo do Mix S9 | ’ Sem ativagdo do Mix S9 ‘

—>| Incubar por 4 horas |(7

I Remover as amostras e lavar com PBS |

Adicionar RPMI-1640 suplementado
com SFB e antibidtico

| Incubar por 20 horas |

Figura 6 - Esquema representativo do ensaio de genotoxicidade apos 48 horas de incubacio das células
CHO-K1(OECD 487, 2010).Legenda: CC (controle de células); NaCl (cloreto de sdédio), BZP

(benzo[a]pireno), MTMC (mitomicina C); SFB (soro fetal bovino).

Apo6s 20 horas de incubagdo, o descolamente das células foi realizado pela agdo de
tripsina e a suspensdo de células foi coletada e adicionada em microtubos de 2 mL, os quais
foram centrifugados a 1500 rpm por cinco minutos. Em seguida, o sobrenadante foi aspirado
manualmente e o pellet celular foi ressuspendido em 2 mL de PBS suplementado com 2% de

SFB. Os microtubos foram centrifugados novamente, o sobrenadante foi aspirado manualmente,
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os microtubos foram posicionados no gelo e foram adicionados 300 pL de uma solucdo de 8,5
ug/mL de EMA em PBS com 2% de SFB e as células foram expostas a uma lampada fluorescente ha

10 cm de distancia para fotoativa¢ao do corante (BRYCE et al., 2007).

Apo6s 30 minutos foram adicionados 3 mL da solug@o de PBS com 2 % de SFB a temperatura
de aproximada de 4 °C. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 1500 rpm e apenas 50 uL do
sobrenadante foram mantidos no tubo. Para minimizar a foto-ativacdo, os tubos foram imediatamente
envolvidos por papel aluminio. Apdés 30 minutos, foram adicionados 550 pL por tubo da solucdo
Lysis Solution 1 composta por: 0,584 mg/mL de NaCl; 1 mg/mL de citrato de sédio dihidratado; 0,3
uL/mL de Triton X-100 (0,5 mg/mL de RNase A; 0,4 uM de SYTOX" Green em 4gua deionizada
(BRYCE et al., 2007). Ressalta-se que, o reagente Triton X-100 foi utilizado em substituicdo ao
Igepal por se tratar de estruturas quimicas semelhantes, sendo o Triton X-100 ligeiramente mais

hidrofilico (SIGMA-ALDRICH®, 2013b).

Apo6s 3 minutos de repouso, as solugdes foram homogeneizadas por 5 segundos em agitador
de tubos tipo vortex e mantidos por uma hora em condi¢do de repouso a temperatura ambiente. Em
seguida, foram adicionados 550 uL por tubo da solugao Lysis Solution 2 composta por: 85,6 mg/mL
de sacarose; 15 mg/mL de 4cido citrico; 0,4 uM de SYTOX® Green em agua deionizada.
Transcorrido 3 minutos os tubos foram agitados novamente por 5 segundos, apoés 30 minutos de
repouso em temperatura ambiente, os tubos foram mantidos a 4°C e ao abrigo da luz (BRYCE et al.,
2007).

Para a andlise em citometro de fluxo, as amostras a temperatura ambiente foram
ressuspendidas vagarosamente. A aquisi¢ao dos eventos pelo equipamento foi realizada por um feixe
de laser a 488 nm de excitagdo. O SYTOX" Green ¢ 0 EMA que corresponderam ao FITC e PerCP-
Cy5-5, que emitiram fluorescéncias coletadas nos A 530 e 670 nm, respectivamente. A fluorescéncia

foi medida no equipamento Accuri™ C6 (BD Biosciences”), e analisada no software FlowJo.

A estratégia de gating foi executada conforme descrita por BRYCE e colaboradores (2007)
com o intuito de isolar os nucleos e microntcleos das células. A incidéncia de micronucleos foi
determinada por meio da aquisi¢do de pelo menos 10.000 eventos por amostra na regido das células
nucleadas. A Figura 7 demonstra os histogramas gerados durante a aquisi¢ao dos eventos do controle

de células, que foram empregados para os ativos e controles positivos e negativos do estudo.
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Figura 7 - Histogramas da estratégia de gating do controle de células do controle de células CHO-K1 para
determinar a regifio de células nuceladas (N), niicleos com hipodiploidia (H) e micronucleos (MN).

Os histogramas da Figura 7 exemplificam a estratégia realizada para isolar os nucleos e
micronticleos. Nesse contexto, para que esses fossem considerados como eventos, cada um dos
parametros deve ser atingido (A) as células devem estar no interior de uma dispersao lateral em
oposicdo a dispersdo frontal; (B) realizar a exclusdo das regides comdoublets; (C) nucleos com
fluorescéncia de pelo menos 1/100 no canal FL1 (Sytox Green™); (D) no interior da dispersio lateral
em oposicdo a Sytox Green® no canal de fluorescéncia; (E) no interior da dispersao lateral em
oposicdo ao local de fluorescéncia do Sytox Green®; (F) exclusio das células do canal FL3 (EMA).
Por fim, (G) foi possivel separar e contar as ocorréncias de nucleos (N), micronicleos (MN) e
hipoploidia (H), que sdo definidos pelos nucleos que ndo apresentam parte do nimero de

cromossomos, provavelmente micronticleos.
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3.2.9 Teste de eficacia em co-cultura 3D de células 3T3-L1 e endotélio pelo
meétodo de Oil Red O

O procedimento foi adaptado do item teste em monocamada (item 3.2.5). Sendo assim,
a co-cultura 3D de células 3T3-L1 e endoteliais foram formadas conforme descrito no item
3.2.7. Apo6s 48 horas da formagdo do esferoide, a co-cultura 3D foi induzida a diferenciagao
adipogénica com meio de cultura de diferenciacdo celular composto por 0,5 Mm
isobutilmetilxantina, 1 pM dexametasona e 1,7 uM de insulina em DMEM suplementado com
10% SFB e a microplaca foi incubada a 37 °C em atmosfera imida e 5 % de CO, por 72 horas
(dia 0). Apdés 72 horas, o meio de inducdo de diferenciagdo celular foi removido e foi
adicionado meio de cultura suplementado com 1,7 uM de insulina junto com os ativos do
estudo nas concentragdes descritas na Tabela 11 e a microplaca foi incubada a 37 °C em

atmosfera umida e 5 % de CO, por 72 horas.

Tabela 11 - Descricio da concentracdo dos ativos utilizados no teste de eficacia em co-cultura 3D de
células 3T3-L1 e endoteliais

Ativos Concentracio 1 e 2, respectivamente

Extrato de Centella asiatica 2,5 5
Extrato de castanha da india 2,5 5
Extrato de hamamélis 2,5 5
Ecoblend 2,5 5

Blend 0,012 0,024

Cafeina 0,375 0,75
Solvente Ecoblend 2,5 5

Solvente Blend 0,012 0,024
Solvente Mapric 2,5 5

Ap6s 72 horas, o meio foi removido e foi adicionado meio de cultura suplementado
com 1,7 uM de insulina junto com os ativos e a placa foi incubada a 37 °C em atmosfera
umida e 5 % de CO; por 48 horas (dia 6). Apds 48 horas, a diferenciagdo das células estd
completa. O meio de cultura foi removido e foi realizado o teste de Oil Red O (dia 8) foi
realizado da seguinte forma: A co-cultura 3D foi fixada com uma solucdo de formaldeido
(10%) diluido em PBS e incubada a temperatura ambiente por 30 minutos. Apés 30 minutos,
os esferoides foram lavados duas vezes com PBS e a solugdo de Oil Red O foi preparada
conforme descrito no item 3.2.5 e adicionada aos esferoides, incubados a temperatura
ambiente ao abrigo da luz por 1hl5 minutos. Em seguida, a solucdo de Oil Red O foi
removida e os esferoides foram lavados duas vezes com agua ultrapurificada. Posteriormente,
a agua ultrapurificada foi removida e foram adicionados 50 pL de alcool isopropilico por

poco da microplaca de 96 pogos. Os esferoides foram lisados manualmente com a acao da
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pipeta para completa extragdo do corante. Por fim, foram realizadas as leituras de absorbancia

no leitor de microplaca no comprimento de onda de 500 nm (Figura 7).

Figura 8 - Teste de Oil Red O na co-cultura 3D na microplaca de 96 pocos. A: Células coradas com Oil Red
O; B: Co-culturalisada manualmente com a acdo da pipeta e extracdo do Oil Red O com alcool
isopropilico.

3.2.10 Analise estatistica

Os ensaios foram feitos em triplicatas ou duplicatas independentes e os resultados
foram submetidos a andlise de variancia One-way ANOVA e teste de Tukey, a fim de
comparar as diferencgas estatisticas entre os grupos de amostras ao nivel de significancia de
5%, intervalo de confianca de 95% (1C95%) utilizando o programa GraphPad Prism versao

7.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, Estados Unidos).
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4 Resultados e Discussao

As culturas dimensionais (2D) eram comumente utilizadas na avaliagdo in vitro de
seguranca ¢ eficdcia de compostos quimicos, entretanto com o avango da tecnologia, as
técnicas evoluiram para modelos 3D. Os modelos 3D apresentam inumeras
vantagenstaiscomo, microambiente fisiologico e morfoldgico mais representativo, capacidade
de realizar co-cultura de células mais facilmente, perfis de expressdo génica e sinalizagdo
celular mais proéxima ao in vivo, permite alteracdes na morfologia e formato celular, além do
estudo de concentragdes mais proximas as de uso quando comparadas com experimentos em
culturas 2D (LEE; CUDDIHY; KOTOV, 2008; SHIELD et al., 2009; SUN et al., 2006). Nos
ultimos anos, varios estudos e sistemas de culturas 3D foram desenvolvidos para aplicagdo na
descoberta de novos farmacos, biologia celular do cancer, estudo com células tronco,
engenharia de tecidos funcionais para implantagdo em pacientes, entre outros
(EDMONDSON et al., 2014; JUSTICE; BADR; FELDER, 2009). Cabe ressaltar quetal
desenvolvimento facilitou a realizacdo de ensaios de avaliagdo in vitro de seguranca e eficacia
de ativos cosméticos devido a proibi¢ao do uso de animais em aproximadamente 39 paises,

inclusive em alguns estados do Brasil.

As culturas 3D mais utilizadas sdo cultura de células agregadas e esferoides, hidrogéis
e tecnologias baseadas em scaffold. Os scaffolds podem ser feitos de materiais naturais ou
sintéticos e sdo utilizados para dar suporte fisico para estruturas mecanicas bésicas para a
matriz extracelular onde as células agregam, proliferam e migram (KNIGHT; PRZYBORSKI,
2015; SAJI JOSEPH; TEBOGO MALINDISA; NTWASA, 2019). Em nosso estudo foi
proposto o modelo de cultura celular 3D por meio de um sistema de levitagdo baseado em
nanoparticulas magnéticas. SOUZA e colaboradores (2010) descreveram que a metodologia
de levitacdo magnética para formacdo da cultura 3D ¢é vantajosa porque ndo precisa de meio

de cultura especifico, engenharia de scaffolds, matrizes ou géis moldados.

Atualmente, ndo existem dados na literatura de avalia¢des in vitro de seguranca e
eficacia de ativos lipoliticos, lipogénicos e/ou anti-lipogénicos em um modelo de cultura
celular 3D por meio de um sistema de levitagdo baseado em nanoparticulas magnéticas e em
outros modelos 3D. Sendo assim, foi proposto um modelo 3D de co-cultura in vitro de células
adipdcitas e endoteliais com o intuito de propor um sistema que mimetizasse melhor as
interacdes do tecido adiposopara avaliagao in vitro de seguranga e eficacia de substancias

adipogénicas e anti-adipogénicas voltadas para o uso cosmético.
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Previamente foram consuzidos em monocamada os ensaios de avaliagdo in vitro da
seguranga dos ativos do estudo, a citotoxicidade e fototoxicidade foram realizadas para
determinar as melhores concentragdes a serem utilizadas no modelo 3D, além decontribuir
com os dados de literatura, porque apesar dos ensaios in vitro serem utilizados para ativos
e/ou produtos cosméticos devido a proibicdo de uso de animais em diversos paises, poucos

dados sdo encontrados desses ativos em células Balb/c 3T3, 3T3-L1 e endoteliais.

4.2 Comparacio da viabilidade celular em células Balb/c 3T3 utilizando trés
corantes vitais diferentes

Os ensaios iniciais de citotoxicidade na linhagem Balb/c 3T3 preconizada pelo guia da
OECD/TG 129 (2010), foram realizados com o intuito de comparar a viabilidade celular dos
corantes vitais NR, MTT e Prestoblue a fim de determinar ou ndo equivaléncias no perfil da
curva de viabilidade celular do DMSO, extratos glicolicos de Centella asiatica, castanha da
india, hamamélis virginiana e solvente Mapric. A comparacdo dos trés corantes vitais,
também foi utilizada para determinar o melhor corante para utilizacdo dos futuros ensaios na
cocultura 3D.

Os corantes MTT e Prestoblue foram selecionados com o intuito de comparar os
resultados de viabilidade com o NR, corantepreconizado pela OECD/TG 129 (2010), e a
possivel substituicdo nos proximos ensaios de viabilidade celular desse estudo. Dessa forma,
o primeiro ensaio de comparacdo de viabilidade dos trés corantes vitais no ensaio de
citotoxicidade em células Balb/c 3T3 foi realizado com o controle positivo (DMSO). O
DMSO foi escolhido como controle positivo, porque ¢ muito utilizado como diluente de
substancias hidrofobicas, principalmente de extratos de plantas. Entretanto, existe um limiar
para que essa concentracdo ndo seja citotoxica para as células (ICCVAM, 2006; OECD 129,
2010). Os resultados representam a média de seis replicatas + desvio padrdo com um intervalo
de confianca de 95% de trés ensaios independentes. Acurva de viabilidade celular mostrou um
perfil dose-dependente, ou seja, quanto maior a concentragdo do DMSO, maior o efeito
citotoxico nas células. Nesse ensaio foi possivel observar a diminui¢do na viabilidade celular
a partir da concentragdo 2,5% de DMSO para os trés corantes vitais, conforme observado na

Figura 9.



39
DMSO

250+
200+
150
100

a
o
1

o

T —8 1
15 20 25

Concentragao de DMSO (%)

Viabilidade celular (%)

&
o
1

Figura 9— Porcentagem de viabilidade celular apds a exposi¢cio a MTT, NR e Prestoblue, na linhagem
Balb/c 3T3 apés o tratamentocom DMSO por 48 horas.Legenda: e MTT; B NR; A Prestoblue.

Aanalise de variancia One-way ANOVA, seguida pelo teste de Tukeypara os trés
corantes foi realizada e foi possivel observar que para o DMSO, nao ha diferenca estatistica
entre os corantes analisados (pvalor = 0,2355). Em relagdo a comparacao de viabilidade
celular do ensaio, SINGH e colaboradores (2017) citaram que as células provenientes de
fibroblastos de cabra que foram tratadas com DMSO em concentragdes > 3% apresentaram
decaimento dose-dependente da viabilidade celular. WU e colaboradores (2011) mostraram
que o DMSO a 2,2% apresentou efeito inibitorio de 50% nas células Balb/c 3T3,
corroborando os resultados obtidos pelos corantes NR e MTT, enquanto o Prestoblueindicou

decaimento da viabilidade celular na concentracao de 5,0%.

O segundo ensaio de comparacdo de viabilidade celular dos corantes vitais foi
realizado com os extratos glicdlicos de Centella asiatica, castanha da india, hamamélis
virginiana e solvente Mapric em células Balb/c 3T3. Os resultados representam a média de
seis replicatas + desvio padrdo com um intervalo de confianga de 95% de trés ensaios
independentes. A curva de viabilidade celular dos extratos demonstrou um perfil dose-
dependente, enquanto a curva do solvente ficou linear, como esperado. Na Figura 10, foi
possivel observar um decaimento na viabilidade celular quando as células foram expostas ao
extrato de Centella asiatica, a partir da concentracdo 1,25%no ensaio de MTT e 5,0%nos
ensaios de NR e PB, para extrato de castanha da india 1,25%no ensaio de MTT e 2,5%para o
NR e PB e para o extrato de hamamélis virginiana 0,625% no ensaio de MTT, 2,5% para o

NR ¢ PB.
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Figura 10 - Porcentagem de viabilidade celular utilizando NR, MTT e Prestobluena linhagem Balb/c 3T3
apos a exposiciio aos ativos por 48 horas. A. Solvente Mapric; B. Extrato de Centellaasiatica; C.Castanha da
india; D. Hamamélis.Legenda: e MTT; B NR; A Prestoblue.

Os resultados foram analisados por teste de variancia One-way ANOVA seguidas pelo
teste de Tukey efoi possivel observar que apenas o extrato de Centella asiatica apresentou
uma diferenga estatistica quando as células foram expostas aos corantes vitais NR e MTT
(pvalor = 0,0467), enquanto para os demais ativos foram estatisticamente nao significantes. A
diferenga estatistica dos corantes vitais NR ¢ MTT na amostra de extrato de Centella asiatica
pode ser devido a coloragao caracteristica do extrato que apresenta proximidade ao vermelho,

causando uma possivel interferéncia na leitura de absorbancia do corante NR em 540 nm

Um fator relevante a ser considerado ¢ que os corantes vitais selecionados diferem na
forma de deteccdo e vias de atuagdo. O corante NR apresenta baixo custo e apresenta grande
aplicabilidade em ensaios de viabilidade celular. Com caracteristica cationica leve que
permeia a membrana celular e se liga a matriz lisossomal das células viaveis, a extra¢ao do
corante ¢ realizada com uma solucdo de etanol acidificada e a quantificagdo das células
viaveis ¢ obtida a partir das leituras de absorbancias fornecidas pelo espectrofotometro

(BORENFREUND; PUERNER, 1985; REPETTO; DEL PESO; ZURITA, 2008).
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O corante MTT ¢ um sal de tetrazolio reduzido a formazana pelo complexo protéico
citocromo-oxidase nas mitocondrias, se transformando em cristais de formazana, insoluveis a
agua, dessa forma a solubilizagdo dos cristais geralmente ¢ feita com DMSO ou alcool
1sopropilico e as leituras de absorbancias do composto sdo feitas pelo espectrofotometro a 570

nm (BONCLER et al., 2014; VINKEN; BLAAUBOER, 2017).

Na tentativa de reduzir aquantidade de descarte de solventes, o corante Prestoblue ¢é
soluvel em agua, ndo apresenta toxicidade e ndo necessita de extracao/solubilizacdo do
corante. O mecanismo de acdo do Prestoblue ¢ a partir da utilizagdo da atividade mitocondrial
para reduzir o composto resarzurina (ndo fluorescente) em resorufina (fluorescente) e a
quantificagdo das células vidveis ¢ realizada a partir das leituras de fluorescéncia pelo
espectrofotometro nos comprimentos de onda de excitagdo de 535 nm e emissao de 615 nm

(AL-NASIRY et al., 2007; NOCIARI et al., 1998).

A OECD ¢ uma organizacao que fornece protocolos de testes validados por agéncias
internacionais, além de ser amplamente utilizado em industrias em nivel mundial. O protocolo
de citotoxicidade fornecido pelo guia da OECD 129 (2010) preconiza o usodo corante vital
NR devido a facil acessibilidade e baixo custo, mas alguns estudos mostramque essa forma de
deteccdo de viabilidade pode ser falha (FOTAKIS; TIMBRELL, 2006). Para prosseguimento
dos estudos de citotoxicidade em células 3T3-L1 e endoteliais, o corante Prestoblue foi
selecionado devido a facilidade do método, redugao de descarte de solventes e caracteristica
fluorescente, que evita possiveis interferéncias na coloracao dos extratos (BONCLER et al.,

2014).

O terceiro ensaio de citotoxicidade em células Balb/c 3T3 foi realizado com os ativos
Blend, o Ecoblend, cafeina e os solventes Blend e Ecoblend e as células foram coradas com
Prestoblue. A curva de viabilidade celular mostrouum perfil dose-dependente, enquanto a
curva dossolventes ficou linear, como esperado. Os resultados representam a média de seis
replicatas = desvio padrdo com um intervalo de confianca de 95% de trés ensaios
independentes. Conforme observado na Figura 11, o Ecoblend e solvente Blend e Ecoblend
ndo apresentaram citotoxicidade, enquanto o Blend e a cafeina mostraramcitotoxicidadea

partir da concentracdo 3,13% e 3%, respectivamente.
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Figura 11 - Porcentagem de viabilidade celular na linhagem Balb/c 3T3 apds a exposicdo aos ativos por 48
horas. A. Ecoblend; B. Solvente Ecoblend; C. Blend; D. Solvente Blend. E. Cafeina.

De forma geral, os ativos Centella asiatica, castanha da india, hamamélis, Blend e
cafeina, mostraram um perfil de curva dose-dependente o que ndo ocorreu com o Ecoblend e
os solventes Blend, Ecoblend e Mapric. Dados na literatura que corroborassem os resultados
obtidos ndo foram encontrados. Muitos estudos discorrem sobreo potencial antitumoral dos

ativos quando expostos a células tumorais de melanoma de rato (Bi¢F;), cancer de mama
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(MCF-7), melanoma humano (SK-Mel 28), cancer de colon retal (RKO), neuroblastoma (SH-
SY5Y), entre outras. E importante ressaltar que ndo foi possivel correlacionar os dados
encontrados em literatura, porque as c€lulas tumorais apresentam caracteristicas diferentes em
relacdo a linhagem celular de fibroblastos Balb/c 3T3, além dos extratos terem sido testados
em concentragdes muito diferentes daquelas utilizadas em nosso estudo e apresentaram
diferenca nos veiculos extratores (metandico ¢ etanolico) (CELEP; YILMAZ; CORUH, 2012;
D. B. DUTRA et al., 2017; NAGAMINE et al., 2009; PITTELLA et al., 2009; TOURINO et
al.,2008; WU et al., 2013).

A cafeina ¢ um composto muito utilizado em produtos cosméticos, entretanto poucos
estudos de citotoxicidade em linhagens celulares de pele foram realizados até o0 momento. Em
nosso estudo, a cafeina em concentragdes > 3 mg/mL reduziu viabilidade celular nas células
Balb/c 3T3. Dados na literatura verificaram que a cafeina na concentragdo de 3000 uM
(equivalente a 0,583 mg/mL) diminuiu em 50% a viabilidade celular das células Balb/c 3T3
utilizando o corante vital NR (BABICH; BORENFREUND, 1990). BORENFREUND e
PUERNER (1987) observaramque a cafeina na concentracdo de 100 ug/mL causou
decaimento na viabilidade celular para 67% nas células Balb/c 3T3 detectado pelo corante
vital NR. VOYTENAe colaboradores (2017) mostraram que o 6leo de café verde nas
concentragdes de 0,001 — 1 mg/mL ndo gerouefeito citotoxico nas células Balb/c 3T3,
entretanto o 6leo de café torrado na concentragcdo de 1 mg/mL reduziu a viabilidade celular
para aproximadamente 77% e as fragdes polares do oOleo de café torrado apresentou

citotoxicidade na concentragdao de 10 pg/mL que corresponde a 0,01 mg/mL.

Outros estudos de avaliagdo in vitro de citotoxicidade foram realizados em linhagens
de fibroblastos de camundongos murinos (Balb/c 3T3) e fibroblastos humanos e foi
mostradoo efeito proliferativo ou inibitério quando as células eramexpostas a baixas ou altas
concentragdes de diversos extratos de plantas utilizando métodos de detec¢ao por NR, MTT
ou Prestoblue (JIROVA et al., 2003; S. TAN et al., 2018; VARALAKSHMI et al., 2011). Foi
observado que, apesar do corante vital NR ser preconizada pelo guia da OECD/TG 129

(2010), o método apresenta sensibilidade e reprodutibilidade com outros corantes vitais.

4.3 Teste de fototoxicidade em células Balb/c 3T3

O ensaio de fototoxicidade foi empregado com o intuito de prever a resposta toxica
provocada por compostos quimicos administrados pela via topica ou sistémica apds a

exposicdo do corpo a luz ambiental. Sendo assim, as concentragdes dos ativos foram
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selecionadas a partir das curvas de viabilidade celular do teste de citotoxicidade em células
Balb/c 3T3. Apenas as concentracdes que tivessem viabilidade > a 80% de cada ativo foram

selecionadas para o teste (OECD 432, 2019).

Inicialmente o ensaio de fototoxicidade do ciprofloxacino (controle positivo) foi
realizado com o intuito de verificar a conformidade da camara de fototoxicidade utilizada e do
ensaio. O grafico de viabilidade celular dociprofloxacino que teve ou ndo exposi¢do a
radiacdo UV estao representados na Figura 12. Os resultados representam a média de seis
replicatas = desvio padrdo com um intervalo de confianca de 95% de trés ensaios
independentes. O célculo do PIF mostrou que norfloxacino apresentou PIF > 5, sendo assim
considerado potencialmente fototdxico, de acordo com a classificagdo do guia OECD 432

(2019).
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Figura 12 - Porcentagem da viabilidade celular do ciprofloxacino apds a exposicido a radiacio UVA+e UV -

O potencial fototoxico do ciprofloxacino também foi observado no Guia da OECD
432 e por LASAROW e colaboradores (1992), uma vez que os resultados foram similares aos

encontrados na literatura, o ensaio de fototoxicidade foi realizado com os ativos do estudo.

O ensaio seguinte foi feito com os ativos do ensaio. Os graficos de viabilidade celular
dos ativos que tiveram ou ndo exposi¢do a radiagdo UV estdo representados na Figura 13. Os
resultados representam a média de seis replicatas + desvio padrdo com um intervalo de
confianga de 95% de trés ensaios independentes. O calculo do PIF mostrouque os ativos
apresentaram PIF <2, sendo assim os ativos foram considerados potencialmente nao

fototoxicos, de acordo com a classificacdo do guia OECD 432 (2019) (Tabela 12).
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Tabela 12 - Valores de PIF gerados pelo Software Phototox em células Balb/c 3T3 que foram submetidas
ao ensaio de fototoxicidade

Ativos PIF
Extrato de Centella asiatica L. <2
Extrato de castanha da india <2
Extrato de hamamélis <2
Cafeina <2
Blend <2
Ecoblend <2
Solvente Ecoblend <2
Solvente Blend <2
Solvente Mapric® <2

A auséncia de fototoxicidade dos ativos desse estudo pode estar relacionada ao seu

potencial antioxidante. Poucos dados de literatura foram encontrados referentes
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afototoxicidade dos ativos desse estudo. O guia disponibilizado pela Cosmetic Ingredient
Review (2015) citou que um extrato comercial de Centella asiatica nas concentragdes de 0,15
— 30 g/L(0,00015 — 0,00030 g/mL) nao apresentou fototoxicidade em células Balb/c 3T3,
corroborando nosso estudo onde o extrato de Centella asiatica na concentracao de 0,0003125

g/mL (concentracdo 7) ndo apresentou potencial fototoxico.

Ramos e colaboradores verificaram que os extratos de castanha da india e hamamélis
quando incorporados separadamente em uma solucdo a 2% de metoxicinamato de octila
aumentaram os valores de fator de protecdo solar (SPF). O guia disponibilizado pela Cosmetic
Ingredient Review (2015) citou que um extrato das folhas da hamamélis nas concentracdes até
17.000pg/mL 1020 pg/mL(0,017 e 0,00102 g/mL) ndo mostraramfototoxicidade nas células
Balb/c 3T3. Em nosso estudo testamos a concentragao 0,000625 g/mL relativamente inferior
em relacdo ao dado de literatura encontrado, entretanto também verificamos o potencial ndo

fototoxico do ativo.

KATO (1973) citou que ao tratar as células com 1 mM de cafeina que foram expostas
a UV e/ou radioisotopo de H-timidina ocorreu reducdo significativa de troca de cromatides
irmas nas células que foram expostas aos raios UV. O radioisétopo de H-timidina induz a
parada do ciclo celular e processo de apoptose além de gerar danos ao DNA celular. YIM
TONG SZETO e TONG(2010) constataram o potencial efeito protetor a raios UV ao
adicionar a cafeina na concentragdo de 5 mmol/L em células de linfocitos que foram tratadas
com 5-metoxipsoraleno (5-MOP) e expostas ao raio ultravioleta C (UVC). Observaram
diferenca significativa na redugdo nas ligacdes cruzadas (crosslinks) das fitas ou filamentos de
DNA quando comparadas ao controle negativo pelo ensaio de cauda de cometa. O 5-MOP ¢
um composto quimico capaz de induzir dano as ligagdes cruzadas (crosslinks) das fitas ou
filamentos de DNA na presenca de UVC e o ensaio de cauda de cometa ¢ uma técnica

utilizada para verificar o dano ao DNA.

E importante ressaltar que ndo ¢ possivel correlacionar os resultados obtidos do extrato
de castanha da india e cafeina com os dados de literatura, porque a metodologia utilizada nao

foi a disponibilizada pelo guia da OECD 432 (2019).

Durante a realizacdo desse projeto nao foram encontrados dados na literatura
referentes a fototoxicidade do Ecoblend e Blend em células Balb/c 3T3 ou outras linhagens

celulares com exposi¢c@o aos raios UV ou em formulagdes cosméticas.
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4.4 Teste de eficacia em monocultura de células 3T3-L1 pelo método de Oil Red O

A linhagem de pré-adipocito (3T3-L1) ¢ uma das linhagens celulares comumente
utilizadas para o cultivo de adipdcitos. A diferenciacdo dos pré-adipdcitos em adipdcitos ¢é
dependente do uso de meio de cultura suplementado com hormdnios, do tempo de
diferenciagdo e do nimero de passagens das cé¢lulas (GREEN; KEHINDE, 1975; KRAUS et
al., 2016; KURI-HARCUCH; GREEN, 1978). Nesse contextofoi realizado o teste de eficacia
da cafeina pelo método de Oil Red O, com o intuito de padronizar a metodologia para
realizagdo em ensaios futuros. A cafeina foi escolhida por ser um composto muito conhecido

devido a sua agao lipolitica.

O Oil Red O é um corante com afinidade lipofilica, dessa forma, os lipideos das
células diferenciadas em adipécitos sdo corados e para a andlise dos resultados ¢ possivel
utilizar métodos qualitativos (analises das células em microscopio invertido) e quantitativos a
partir da leitura de absorbancia por espectrofotometro (KRAUS et al., 2016; RAMIREZ-
ZACARIAS, J.L; CASTRO-MUFIOZLEDO, F AND KURI-HARCUCH, 1992).0s
resultados representam a média de seis replicatas + desvio padrdo com um intervalo de
confianga de 95% de trés ensaios independentes. A concentracdo de 1,5 mg/mL de cafeina foi
selecionada para a realizacdo do teste de Oil Red Oe os resultados mostraramque, a
diferenciagdo celular foi efetiva e que ocorreu a reducdo de lipideos das células diferenciadas

apos a exposicao a cafeina (Figural4).
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Figura 14 - Teste de Oil Red O de cultura celular de adip6citos em monocamada. A. INDIF
(indiferenciadas): Células 3T3-L1 sem diferencia¢do. B. DIF (diferenciadas): Células 3T3-L1 diferenciadas em
adipocitos e expostas a 1,5 mg/mL de cafeina.
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Com base nos resultados foi possivel verificar que ao adicionar a cafeina ocorreu um
potencial efeito redutor do acumulo de lipidios intracelulares nos adipdcitos, entretanto nao
foi possivel avaliar esse efeito estatisticamente pela andlise de variancia One-way ANOVA
porque utilizamos apenas uma concentragdo. Dados na literatura mostraramque, ao testar a
cafeina nas concentragdes 0,1 — 5 mM nos adipdcitos, obteve-se uma redugao significativa no
acumulo de lipidios intracelulares de forma dose-dependente a partir da concentracao de 1
mM.Os autores citaram que nao houve decaimento da viabilidade celular na concentragao de

5 mM (equivalente a 0,97 mg/mL) (KIM et al., 2016).

DELL’AGLI e BOSISIO(2002) usaram a cafeina como um controle positivo a fim de
verificar o potencial efeito lipolitico de um extrato de planta e foi constatado que a cafeina
aumentou a lipolise de forma dose dependente em concentragdes maiores ou iguais a 2 mM.
MUROSAKIe colaboradores (2007) observaram que ao tratar as células 3T3-L1 com 50
umol/L de cafeina ocorreu uma reducdo significativa do acaimulo de lipidios intracelulares.
Cabe ressaltar que, apos oito dias de teste, a observagao visual das placas de cultura celular no
microscopio invertido indicou redugdo da viabilidade celular das células 3T3-L1 expostas a
1,5 mg/mL de cafeina, enquanto nas células Balb/c 3T3 a mesma concentragcdo apresentou
viabilidade celular > 80%.

Nesse contexto, apesar da célula Balb/c 3T3 ser preconizada pelos guias
disponibilizados pela OECD 129 (2010), como descrito previamente, o perfil da viabilidade
celularpode variar em relacdo ao tipo de linhagem celular. Sendo assim, o ensaio de
viabilidade celular das células 3T3-L1 e endoteliais foi realizadoa fim de comparar o perfil de

viabilidade celular entre as células Balb/c 3T3, 3T3-L1 e endoteliais.
4.5 Citotoxicidade em monocultura de células endoteliais

No teste de citotoxicidade nas células endoteliais, foram selecionadas trés
concentragdes que foram testadas previamente no ensaio de citotoxicidade em células Balb/c
3T3. Apenas foram selecionadas as concentracdes dos ativos que apresentassem viabilidade
celular > 80% no teste de citotoxicidade em Balb/c 3T3. Os resultados representam a média
de seis replicatas + desvio padrdo com um intervalo de confianca de 95% de trés ensaios
independentes. Os graficos indicaram que ocorreu reducdo de viabilidade celular maior que

80% na maior concentragdo das seguintes amostras: DMSO, Centella asiatica, castanha da
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india, Blend e cafeina, enquanto o hamamélis, Ecoblend e os solventes ndo diminuiram a

viabilidade celular quando comparadas com o controle de células (Figura 15).
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Figura 15 - Porcentagem de viabilidade celular em células endoteliais apdés a exposicio aos ativos por 48
horas. A. Controles do ensaio: CC (controle de células) e DMSO (dimetilsulfoxido); B. Centella asiatica; C.
Castanha da india; D. Hamamélis; E. Cafeina; F. Blend; G. Ecoblend; H. Solvente Ecoblend, solvente Blend e
solvente Mapric; Valores de p * <0,022; *** pvalor<0,0003; **** pvalor<0,0001

Os resultados avaliados a partir da andlise de variancia One-way ANOVA seguidas
pelo teste de Tukey mostraram que, os ativos que apresentaram diferenga significativa quando
comparadas com o controle de células foram DMSO, Centella asiatica, castanha da india,
Blend e cafeina, os valores de p estdo descritos na legenda da Figura 14. Enquanto, o

Ecoblend e os solventes ndo apresentaram diferenga significativa, porque apresentaram p-
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valor 0,1870 e 0,2654, respectivamente. Também foi possivel observar que os ativos Centella
asiatica, Blend e cafeina na concentragao 2,5% foram mais citotoxicas em células endoteliais
do que nas células Balb/c 3T3, uma vez que proporcionaram um decaimento de cerca de 10%,
98% e 20%, respectivamente. Em contrapartida, o Ecoblend, hamamélis e os solventes ndo

apresentaram decaimento na viabilidade celular.

Cabe ressaltar que, durante o periodo do projeto ndo foram encontrados dados na
literatura de ensaios in vitro de citotoxicidade utilizando células endoteliais, dessa forma
foram apresentados dados com células endoteliais tratados com os ativos dos estudos ou

fracdes quimicas isoladas.

O extrato de Centella asiatica na concentracao de 2,5% reduziu significantemente a
viabilidade celular quando comparado com o controle de células. Dados na literatura
demonstraram que, o extrato de Centella asiatica nas concentragdes 0,25; 0,5 e 1 mg/mL
diminui a viabilidade celular das células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) de
forma dose-dependente (DI TOMO et al., 2015). JING e colaboradores (2018) citaram que, o
asiaticosideo, um composto quimico presente no extrato de Centella asiatica nas
concentragdes de 0,05 e 0,1 mg/mL diminui a viabilidade celular para aproximadamente 63%
e 21%, respectivamente. KAVITHA e colaboradores (2011) observaram que, o 4cido asiatico,
um composto quimico presente no extrato de Centella asiatica na concentracdo de 0,02
mg/mL diminui a viabilidade celular das células HUVEC em 35% ap6s 48 horas. Em nosso
estudo, a concentracdo de 1% que equivale a 1 mg/mL ndo reduziu significativamente a
viabilidade celular nas células endotelais como citado por DI TOMO e colaboradores (2015)
em células HUVEC. Cabe ressaltar que nos dados encontrados, as andlises de citotoxicidade
foram realizadas com compostos quimicos isolados do extrato ou o extrato apresenta um
solvente diferente do presente nos ativos do estudo.

O extrato de castanha da india na concentracdo de 2,5% reduziu significantemente a
viabilidade celular quando comparado com o controle de células. Dados na literatura
mostraramque, o composto isolado B-escina, o principal composto presente no extrato de
castanha da india apresentou ICsy de 0,06 mg/mL. Entretanto a atividade inibitéria dessa
concentracdo nao estd correlacionada com a citotoxicidade do composto quimico, poisfoi
observado que a B-escina quando incubada por um tempo prolongado nas células endoteliais
em monocamada apresenta auséncia de citotoxicidade, mudanca de morfologia e ndo induz a

morte celular, além das andlises de citometria de fluxo confirmaram que ndo teve efeito
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citotoxico significativo porque ndo aumentou a populacdo da fase sub-G1, fase que mostra as

células apoptoticas (VARINSKA et al., 2018).

ZHU e colaboradores (2017) citaram que, os valores de ICsy da escina em células
HUVEC foram de aproximadamente 95,81 e 37,92 uM apds o tratamento de 24 e 48 horas,
respectivamente. MOJZISOVA e colaboradores (2013) observaram que, o extrato de
castanha da india nas concentragdes 250 e 500 mg/mL reduziu significantemente a viabilidade
celular nas células HUVECs, em nosso estudo também foi possivel observar a reducdo da
viabilidade celular nas células endoteliais na concentracdo de 2,5% (equivalente a 250

mg/mL), apesar de serem células diferente.

O extrato de hamamélis ndo reduziu significantemente a viabilidade celular quando
comparado com o controle de células. Dados na literatura mostraramque o hamamelitanino
eepigalocatequinagalato, compostos quimicos presentes no extrato de hamamélis na
concentracdo de 100 pM ndo apresentaram citotoxicidade nas células endoteliais da veia
umbilical humana EA.hy926, enquanto o galato na concentragcdo de 100 uM apresentou 75%
de morte celular (HABTEMARIAM, 2002). A nao reducao significativa da citotoxicidade do
extrato de hamamélis nas células endoteliais pode estar relacionada acomposi¢do quimica do
extrato rico em hamamelitanino e epigalocatequinagalato, que sdo catecolaminas que inibem
o mediador defator de necrose tumoral (TNF-a) evitando a apoptose celular e citotoxicidade

(HABTEMARIAM, 1997a, 1997b, KAISER; HENNING; TOBOREK, 1997).

A cafeina nas concentracdes 0,375; 0,75 e 1,5% reduziram significantemente a
viabilidade celular de forma dose-dependente. Dados na literatura mostraramque, a cafeina
nas concentracdes 250 e 500 puM diminuem a viabilidade celular para 83,4% e 39,5%,
respectivamente (LI et al., 2013). PRIFTIS e colaboradores (2018) citaram que foram testados
extrato de café verde (Coffea arabica) normal e descafeinado, extrato de café torrado (Coffea
canephora) normal e descafeinado em células endoteliais da veia umbilical humana
EA.hy926 e foi verificado que, o extrato de café verde (Coffea arabica) descafeinado e café
torrado (Coffea canephora) apresentoucitotoxicidade em 0,4 mg/mL, o café¢ verde (Coffea

canephora) em 0,2 mg/mL e o extrato descafeinado torrado (Coffea arabic) em 0,1 mg/mL.

MATSUOKA e colaboradores (2006) observaram que, a cafeina na concentragao de
300 uM reduziu significantemente a viabilidade celular em células HUVECs apos 24 e 48

horase também foi constatado que a cafeina nas concentragdes de 100 a 300 uM apresentam
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efeito apoptotico nas células HUVEC de forma dose-dependente. Assim sugere-se que, a

cafeina possivelmente apresenta efeito apoptotico em células endoteliais.

O Ecoblend nao reduziu significantemente a viabilidade celular quando comparado
com o controle de células. Poucos dados na literatura foram encontrados, porém WU e
colaboradores (2013) mostraram que, a fracdo etandlica [,2-dihydroxytrideca-5,7,9,11-
tetraynee 1,3-dihydroxy-6(E)- tetradecene-8,10,12-triyne e 3-dihydroxy-6(E)- tetradecene-
8,10,12-triyne isoladas do extrato de Bidens Pilosa L. quando adicionadas nas células
HUVEC apresentaram valores de I1Cso de 2,5 e 0,375ug/mL, respectivamente. ABDOU(2013)
citou que, o metabdlito bioativo do entrofito da Botrysphaeria obtusa presente na planta
Bidens pilosa L. na concentragdo 62,04 uM apresentou inibi¢do do crescimento das células
HUVEC. Cabe ressaltar que nos dados encontrados na literatura, as analises de citotoxicidade
foram realizadas com compostos quimicos isolados da planta e em linhagens celulares

diferentes daquelas utilizadas em nosso experimento.

O Blend na concentragdo de 0,0195% reduziu significantemente a viabilidade celular
quando comparado com o controle de células. Dados na literatura da citotoxicidade dos trés
ativos juntos em células endoteliais nao foram encontrados durante o periodo de realizagdo

desse projeto. Nesse contexto, cada extrato foi pesquisado separadamente.

O extrato metandlico de Ptychopetalum olacoides Bentham mostrou um perfil ndo
citotoxico em células de fibroblastos humanos (MRC-5) e citotoxidade moderada em células
MCEF-7 apresentando ICsy 45,16 pg/mL(D. B. DUTRA et al., 2017). Outro estudo observou
que o composto quimico 3-O-metilquercetina, flavondide presente no extrato de
Ptychopetalum olacoides Bentham apresentou atividade antiproliferativa em células MCF-7

resultando na ICsy 11,23 pg/mL(TALIB; ZARGA; MAHASNEH, 2012).

LONGHINIe colaboradores (2017) citaram que a administracdo de doses de 1000
mg/kg em ratos do extrato hidroalcolico de Trichilia catigua Juss causou morte apds 4 horas.
Estudos mostraram que a catuabina (catuabina A), cinchonainas Ia e Ila e candelina Al,
compostos quimicos isolados da espécie Anemopaegma arvense (Vell.) Stellfeldex J.F. Souza
(4.arvense), os mesmos também estdo presentes no extrato de Trichilia catigua Juss,
apresentou um perfil ndo citotdxico tanto em células ndo tumorais de rim (Vero e LLC-PKy;)
quanto em células tumorais de figado (HepG2), melanoma (SK-Mel), cancer de ovario (SK-

OV3), cancer de mama (BT-549) e carcinoma de células esquamosas (KB) nas concentragdes
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de 13,51 e 22,12 uM e leucemia humana (HL-60) na concentragdo de 16,89 — 21,65 uM
(TABANCA et al., 2007). Outro estudo observou que fragdes de flavonodides isoladas do
extrato da A.arvensena concentragao de 0,2 mg/mL ndo denotou citotoxicidade em células
tumorais de colo de tutero (HeLa), Balb/c 3T3 e humanas de gliobastoma (U343MG-a)
(COSTANZO et al., 2013).

O tratamento com 200 mg/kg do extrato butanodlico de Pfaffia paniculata em
camundongos Balb/c 3T3 saudéaveis durante 10 dias ndo foi citotéxico ¢ ndo produziu
alteragdes nos parametros avaliados de peso corporal, presenca da enzima sérica ALT ¢
indicativa de necrose hepatica e exame histopatoldgico, contudo o tratamento pelo periodo de
10 dias em camundongos portadores de tumores de Ehrlich com o acido pffafico, composto
isolado do extrato de Pfaffia paniculata, resultou em diminuicdo significativa do volume
ascitico total do grupo tratado em comparagdo com o grupo nao tratado (MATSUZAKI et al.,
2003). Outro estudo mostrou que o extrato butanolico de Pfaffia paniculata em concentracdes
> 400 mg/mL decairam a viabilidade em células MCF-7 de forma dose-dependente
(NAGAMINE et al., 2009). TAKEMOTO e colaboradores (1983) observou que o acido
pffafico teve efeito inibitério no crescimento dos melanomas B-16, HeLa S-3 e carcinoma
pulmonar de Lewis.E importante ressaltar que ndo foi possivel correlacionar os resultados
com os dados de literatura, porque as células tumorais apresentam caracteristicas diferentes
em relagdo as células endoteliais, pois as concentracdes dos extratos sdo muito diferentes
daquelas utilizadas em nosso estudo e além de apresentar diferenca nos veiculos extratores

(metanoico, butandico e etandlico).
4.6 Citotoxicidade em monocultura de células 3T3-L1

No teste de citotoxicidade em células 3T3-L1, foram selecionadas trés concentragcdes que
foram testadas previamente no ensaio de citotoxicidade em células Balb/c 3T3. As
concentracgdes selecionadas dos ativos foram as que apresentassem viabilidade celular > 80%
no teste de citotoxicidade em Balb/c 3T3. Os resultados representam a média de seis
replicatas = desvio padrdo com um intervalo de confianga de 95% de trés ensaios
independentes. Os graficos mostram que ocorreu uma redugdo de viabilidade celular maior
que 80% na maior concentragdo das seguintes amostras: DMSO, castanha da india, Blend e
cafeina, enquanto a Centella asiatica, hamamélis, Ecoblend e solventes nao mostraram

diminui¢do de viabilidade celular (Figura 16).
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Figura 16 - Porcentagem de viabilidade celular nas células 3T3-L1 apés a exposicdo aos ativos por 48
horas. A. Controles do ensaio: CC (controle de células) e DMSO (dimetilsulfoxido); B. Centella asiatica; C.
Castanha da india; D. Hamamélis; E. Cafeina; F. Blend; G. Ecoblend; H. Solventes: Solvente Ecoblend, solvente
Blend e solvente Mapric. Valores de p * <0,026; ** <0,009; *** <0,0006; **** <0,0001.

Os resultados foram avaliados a partir da analise de variancia One-way ANOVA
seguidas pelo teste de Tukey e foi possivel observar que os ativos que apresentaram diferenca
significativa quando comparadas com o controle de células foramo DMSO, Centella asiatica,
castanha da india, Blend e cafeina. Os valores de p estdo descritos na legenda da Figura 15.
Em contrapartida, Ecoblend (pvalor = 0,2478) e os solventes (pvalor = 0,3882) ndo mostraram
diferenga significativa. Cabe ressaltar que o perfil ndo citotoxico dos solventes ja era esperado
porque os solventes presentes nos extratos ndo devem diminuir a viabilidade celular, também
foi possivelobservar que os ativos Centella asiatica, hamamélis, Blend e cafeina na
concentracdo de 2,5% foram mais citotoxicas em células 3T3-L1 do que nas células Balb/c

3T3, visto que levaram a um decaimento de cerca de 8%, 24%, 99% e 20%, respectivamente.
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O extrato de Centella asiatica na maior concentragdo reduziu significantemente a
viabilidade celular quando comparado com o controle de células. Apenas um dado de
literatura foi encontrando mostrando que o extrato de Centella asiaticana concentracdo de
2,62 mg/mL inibiu em 50% o crescimento das células 3T3-L1 (SAHIB et al, 2011).
Entretanto, em nosso estudo nenhuma das concentracdes testadas reduziu a viabilidade celular

para 50% e os solventes extratores eram diferentes.

O extrato de castanha da india na maior concentracdo reduziu significantemente a
viabilidade celular quando comparado com o controle de células. Nenhum dado de literatura
foi encontrado avaliando a citotoxicidade do extrato de castanha da india em células 3T3-L1,
apenas KIM e LEE (2015) citaram que a esculetina nas concentragdes de 12,5 a 100 uM nao
apresentou citotoxicidade nas células 3T3-L1. Cabe ressaltar que a esculetina ¢ um dos
principais compostos presentes no extrato de castanha da india. Entretanto, esse dado de
literatura ndo € possivel correlacionar com o nosso estudo porque o ensaio foi realizado com
um composto quimico presente no extrato e ele apresenta diferentes compostos quimicos em

sua composi¢ao.

O extrato de hamamélis na maior concentracao reduziu significantemente a viabilidade
celular quando comparado com o controle de células. Nenhum dado de literatura foi
encontrado avaliando a citotoxicidade do extrato de hamamélis em células 3T3-L1, apenas
HSU e colaboradores (2007) citaram que o acido galico, um composto encontrado no extrato
de haméamelis nas concentragdes 50 e 100 uM reduziram significantemente a viabilidade
celular das células 3T3-L1 ap6s o periodo e 72 e 48 horas, respectivamente. Ressalta-se que o
nosso estudo foi realizado com um composto quimico presente no extrato € o mesmo

apresenta diferentes compostos quimicos em sua composicao.

A cafeina nas trés concentracdes testadas reduziu significantemente a viabilidade
celular quando comparado ao controle de células. Dados de literatura mostraram que a cafeina
ndo diminui significantemente a viabilidade celular nas concentragcdes de 0,1 a 5 mM nas
células 3T3-L1 (KIM et al. 2016). DUANGIJALI e colaboradores (2018) verificaram que o
extrato de café nas concentragdes 200, 400 e 800 pg/mL ndo apresentou decaimento da
viabilidade celular nas células 3T3-L1. REBOLLO-HERNANZ e colaboradores (2019)
citaram que o extrato aquoso da casca do café, o café silverskin nas concentracdes de 31 — 500
png/mL e os compostos fenolicos isolados do café na concentragdo de 100 umol/L ndo tiveram

reducgdo da viabilidade celular nas células 3T3-L1. O silverskin ¢ o residuo gerado no periodo
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da torra dos grdos do café e apresenta em sua composicdo compostos como o acido 5-

cafeoilquinico e a cafeina.

O Ecoblend nas trés concentragdes testadas nao reduziu significantemente a
viabilidade celular quando comparado com o controle de células. Nenhum dado de literatura
foi encontrado avaliando a citotoxicidade do extrato de Bidens pilosa L. (ativo presente no
Ecobidens) em células 3T3-L1, apenas LIANG e colaboradores (2016) citaram que o 2-5-D-
glucopyranosyloxy-1-hydroxytrideca-35,7,9, 1 1 -tetrayne, um composto encontrado no extrato
de Bidens pilosa L. na concentragao de 50 uM apresentou leve citotoxicidade nas células 3T3-
L1. Entretantoo estudo foi realizado com um composto quimico isolado, diferentemente do

extrato que apresentam diferentes compostos quimicos em sua composicao.

O Blend na concentracao de 0,0195% reduziu significantemente a viabilidade celular
quando comparado com o controle de células. Dados na literatura da citotoxicidade dos trés
ativos juntos em células endoteliais ndo foram encontrados durante o periodo de realizagao

desse projeto. Nesse contexto, cada extrato foi pesquisado separadamente.

De forma geral os extratos e/ou compostos quimicos isolados de Ptychopetalum
olacoides Bentham e Pfaffia paniculata apresentaram potencial efeito antitumoral em células
MCF-7, melanomas B-16, HeLa S-3, carcinoma pulmonar de Lewis e tumor de Ehrlich, mas
nas concentragdes testadas ndo mostrou efeito citotoxico em células ndo tumorais (DUTRA et
al., 2017; MATSUZAKI et al., 2003; NAGAMINE et al., 2009; TAKEMOTO ef al., 1983;
TALIB; ZARGA; MAHASNEH, 2012). Enquanto, o extrato e/ou compostos quimicos
isolados de Trichilia catigua Juss nao apresentou citotoxicidade em células ndo tumorais
Vero, LLC-PK,;, Balb/c 3T3 e em células tumorais HepG2, SK-Mel, SK-OV3, BT-549, KB,
HL-60, HeLa e U343MG-a (COSTANZO et al., 2013; LONGHINI ef al., 2017, TABANCA
etal.,2007).

Cabe ressaltar que ndo foi possivel correlacionar os resultados com os dados de
literatura, porque as células tumorais apresentam caracteristicas diferentes em relagcdo as
células 3T3-L1, pois as concentracdes dos extratos sao muito diferentes daquelas utilizadas
em nosso estudo e além de apresentar diferenga nos veiculos extratores (metanoico, butandico

e etanodlico).
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E importante ressaltar que poucos dados de literatura foram encontrados em relagdo a
citotoxicidade dos ativos em células 3T3-L1 fato que mostra que o estudo ¢ inédito na area de
avaliacdo in vitro de segurancga de ativos cosméticos utilizando linhagens celulares.

Com o intuito de verificar o perfil de citotoxicidade no modelo de co-cultura de pré-
adipocitos 3T3-L1 e endotélio proposto nesse estudo, os ensaios de citotoxidade foram
realizados a fim de comparar se os resultados seriam semelhantes aos obtidos em

monocamada.

4.7 Teste de citotoxicidade em co-cultura 3D de células 3T3-L1 e endotélio

Com o objetivo de simular o tecido adiposo, nesse trabalho realizamos a co-cultura 3D
de células adipocitas (3T3-L1 diferenciadas) e endotélio (veia cava) pelo método de levitagdo
magnética descrito por Daquinag e colaboradores (2013). Nesse trabalhoos autores apenas
mostrarama formag¢do e as vantagens do método, entretanto em nosso estudo foram
adicionadas substancias ativas com o intuito de verificar as vantagens e/ou desvantagens do
método empregado. Dessa forma, os ativos foram adicionados nas co-culturas 3D de células
3T3-L1 diferenciadas e endotélio para avaliar a citotoxicidade dos ativos. Cabe ressaltar que o
corante MTT foi utilizado nesse ensaio para facilitar o rompimento manual do esferdide
formados na co-cultura 3D, com a finalidade de realizar as leituras no espectrofotometro,

visando evitar resultados falsos positivos.

Os resultados representam a média de seis replicatas + desvio padrao com um
intervalo de confianca de 95% de trés ensaios independentes. Foi possivel observar que a co-
cultura 3D das células 3T3-L1 e endotélio para os ativos Centella asiatica, castanha da india,
hamamélis, cafeina e Blend mostrou maior viabilidade celular quando comparadas com os
ensaios 2D em monocultura de células, entretanto o Ecoblend e os solventes apresentaram

praticamente o mesmo perfil de viabilidade celular nos modelos 3D e 2D (Figura 17).
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Figura 17 - Porcentagem de viabilidade celular na co-cultura 3D de células 3T3-L1 e endotélio apés a
exposicio aos ativos por 48 horas. A. Controles do ensaio: CC (controle de células) e DMSO
(dimetilsulféxido); B. Centella asiatica; C. Castanha da india; D. Hamamélis; E. Cafeina; F. Blend; G.
Ecoblend; H. Solventes: Ecoblend, Blend, Mapric. Valor de p *<0,018; ** <0,006; *** <0,0003; **** <0,0001
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Os resultados foram avaliadosa partir da andlise de varidncia One-way ANOVA
seguidas pelo teste de Tukey e foi possivel observar que, os ativos que apresentaram diferenca
significativa quando comparadas com o controle de células foram o DMSO, castanha da india,
hamameélis, Ecoblend e Blend e cafeina. Os valores de p estao descritos na legenda da Figura
16. Em contrapartida, a Centella asiatica (pvalor = 0,100) e os solventes (pvalor = 0,0548)

ndo mostraramdiferenca significativa.

Nesse ensaio, foi possivel verificar aumento da viabilidade celular na co-cultura 3D
das células 3T3-L1 diferenciadas em adipdcitos e endotélio dos ativos Centella asiatica,
castanha da india, hamamélis, cafeina, Blend e do controle positivo (DMSO) em comparagao
com os ensaios anteriores de citotoxicidade nas monoculturas das células 3T3-L1
(indiferenciado) e endotélio. Dados de literaturamostraram o aumento da viabilidade na
cultura 3D de fibroblastos em relagdo a cultura 2D quando a mesma foi exposta a compostos
quimicos devido a maior interacdo cé¢lula-célula e célula-matriz extracelular além de
apresentar organizacao morfolégica um pouco mais proxima ao sistema in vivo (TSENG et
al., 2015). SUN e colaboradores (2006) observaram menor toxicidade e capacidade das
células suportarem a estresses causados por compostos quimicos (peréxido de hidrogénio e
nitrato de prata) em células de co-cultura 3D de HaCaTs (queratinocitos), fibroblastos e
endoteliais em relagdo as mesmas células em monocultura sugerindo que a cultura 3D reflete
respostas fisiologicas a matérias xenobidticos mais fielmente do que ascélulas em
monocamada. CUKIERMAN e colaboradores (2001) citaram que as células de fibroblastos
humanos cultivadas em tecidos derivados de matriz 3D apresentam alto indice de proliferacao

celular, algo que nao ocorreria em células de monocamada.

E importante ressaltar que o método de cultura 3D auxilia no ensaio de viabilidade
celular de adipdcitos diferenciadas de células 3T3-L1 e/ou mesenquimais porque ao realizar o
processo de diferenciag@o celular, os adipdcitos ficam em suspensdo nas placas de cultura
celular e dependendo do corante vital empregado (NR e/ou MTT) que contém lavagens das
placas de cultura até a final solubilizagdo poderia ocorrer perda dos adipocitos durante a
manipulacdo fornecendo um resultado falso positivo. Outro fator relevante € que as
concentragdes dos ativos na co-cultura 3D que apresentaram viabilidade celular >80% foram
mais proximas as concentracdes de uso em formulagdes cosméticas do que as concentragdes

seguras fornecidas pelo método de células cultivadas em monocamada.
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Em relagdo ao resultado dos solventes e o Ecoblend foi possivel verificar um perfil de
viabilidade celular parecido com a cultura 2D. O comportamento da viabilidade celular dos
solventes ja era esperado, porque o solvente de cada extrato ndo deve interferir na
citotoxicidade das células independente do tipo de cultura utilizado, entretanto o Ecoblend
mostrou um potencial efeito proliferativo na co-cultura 3D na concentragdo de 5%, o corante
utilizado no ensaio foi o0 MTT que reduz os sais de tetrazélio a formazana pelo complexo
protéico citrocromo-oxidase nas mitocondrias de células viaveis, sendo assim existe a
possibilidade da maior concentracdao testada do Ecoblend ter causado um elevado estresse
oxidativo nas mitocondrias resultando no aumento de citocromo-oxidase e consequentemente
maior reducdo dos sais de tetrazolio a formazana originando maior viabilidade celular
(RISTOW; ZARSE, 2010). Frente ao exposto, h4 a necessidade de mais estudo em relagdo a
viabilidade celular desse ativo, uma alternativa seria a utilizagdo de corantes que ndo sejam
reduzidos via mitocondrial, como, NR, com o intuito de verificar como seria o perfil de

viabilidade celular.

As analises dos resultados de citotoxicidade na linhagem Balb/c 3T3 mostra que os
ensaios realizados apresentaram aceitabilidade, porque o guia da OECD/GD 129 (2010)
preconiza que pelo menos uma das concentracdes demonstre viabilidade celular maior no
intervalo > que 0% e < a 50% para a realizagdo do célculo das concentragdes inibitorias de
50% da populacao celular (ICsp) e apresente citotoxicidade >50% e <100%. Sendo assim, as
curvas de viabilidade celular demonstraram um perfil dose-dependente (Figuras 6 a 8) e estdo
dentro dos critérios preconizados. Entretanto, para as linhagens celulares 3T3-L1 e endotélio,
co-cultura 3D de células 3T3-L1 e endotélio foram testadas entre duas e trés concentracdes
porque o intuito era selecionar as concentragdes que nao apresentassem citotoxicidade para
aplicagdo nos testes de eficacia de co-cultura 3D de esferoides. E digno de nota que mesmo
realizando os testes com menos concentragdes foi possivel calcular as I1Csy das amostras do
estudo conforme detalhado na Tabela 13. Cabe ressaltar que os solventes ndo foram
representados na tabela porque tiveram 100% de viabilidade celular em todos os ensaios de

citotoxicidade desse estudo.



61

.....

células Balb/c 3T3, 3T3-L1, endoteliais, co-cultura3D de células 3T3-L1 e endotélio

IC5y (Log da concentracio do ativo em %)

Linhagem celular Cent Cast Hama Ecoblend Blend Caf
Balb/c 3T3 3,298 1,617 3,057 1,189 3,113 0,2828
3T3-L1 (pré-adipdcito) 1,969 2,1 1,631 4,257 0,02043 1,032
Endoteliais 0,8762 1,269 - 1,544 0,02553 1,032
Co-cultura 3D 3T3-L1 + endotélio 3,536 3,536 3,536 3,536 0,01697 0,5303

Legenda: Ca (Centella asiatica); Cast (castanha da india); Hama(Hamamélis); Caf{(cafeina).

Com base nos resultados obtidos de ICsy, foi possivel observar que esses valores
diferem devido a diferenga de composi¢ao quimica de cada ativo utilizado no estudo. Apesar
dos ativos apresentarem maior citotoxicidade nas linhagens celulares 3T3-L1 e endoteliais em

relacdo a Balb/c 3T3 e co-cultura 3D de células 3T3-L1 e endotélio (Figuras 9 a 11 e 14 a 16).

Com os resultados obtidos de citotoxicidade em trés linhagens diferentes foi possivel
observar que cada linhagem apresenta um comportamento diferente utilizando a mesma
concentracdo dos ativos, possivelmente devido a diferencas fenotipicas de cada célula e
morfologia. Apesar disso, os valores de ICsy do extrato de Centella asiatica e hamamélis na
linhagem celular Balb/c 3T3 e co-cultura 3D de células 3T3-L1 e endotélio foram
semelhantes. Os valores de ICsy do Blend e cafeina nas linhagens 3T3-L1 e veia cava foram

similares.

A determinacdo dos valores de ICsy torna possivel estimar a dose letal 50 (DLsg), a
DLs corresponde a dose inicial que prevé a letalidade aguda in vivo para utilizarno teste de
toxicidade aguda oral em roedores. Sendo assim, o Guia da OECD 129 (2010) cita que a
defini¢ao da dose letal pode ser estimada pelos valores de ICsy encontrados no ensaio de

citotoxicidade para a realizagdo do calculo da DL pela equagao 3:

Equacgao 3 — Calculo DLs
LogDLgo(mg/kg) = 0,372 logICso (mg/mL) + 2,024

Os valores estimados de DL, para cada linhagem celular do estudo e para a co-cultura

3D de células 3T3-L1 e endotélio estdo demonstrados na Tabela 14.
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Tabela 14 - Valores de Dose Letal de 50% da populacio celular (DLs,) para os atives nas células Balb/c
3T3, 3T3-L1, veia cava, co-cultura3D de células 3T3-L1 e endotélio

DLs, (mg/kg)
Linhagem celular Cent Cast Hama  Ecoblend Blend Caf
Balb/c 3T3 164,736 126,37 160,40 112,71 161,36 66,063
3T3-L1 (pré-adipécito) 135,975 139,273 126,775 181,145 24,855 106,927
Endoteliais 100,612 115,475 - 124,216 27,003 106,927

Co-cultura 3D 3T3-L1 + endotélio 169,044 169,044 169,044 169,044 23,198 83,468

Legenda: Ca (Centellaasiatica); Cast (castanha da india); Hama(Hamamélis); Caf(cafeina).

O guia da OECD/TG 129 (2010) relata que a DLsp> 5000 mg/kg diminui em 50% a
populacao de animais. BULGHERONI e colaboradores (2009) citaram que os valores de DLs
de um ensaio preditivo da toxicidade oral aguda e compostos quimicos definiram que os
valores de DLsy entre 5-50 e 50-300 mg/kg foram classificados como categoria 2 e 3,
respectivamente e considerados potencialmente ndo toxicos. Dessa forma, foi possivel

verificar que os ativos utilizados em nosso estudo sdo potencialmente ndo toxicos.

4.8 Teste de genotoxicidade

O ensaio de micronucleo in vitro preconizado no guia da OECD 487 (2010) ¢ utilizado
para determinar se os ativos induzem ou ndo quebras cromossdmicas € se existe um aumento
ou diminui¢io da proliferagdo das células de mamiferos ndo tumorais em cultura. E
importante ressaltar que, as industrias principalmente de cosméticos se baseiam nos guias da
OECD para realizar os ensaios de seguranca dos ativos cosméticos, sendo assim a adaptacdo
do método classico ocorreu como uma forma de automatizar o ensaio para evitar resultados
falsos positivos e subjetivos que podem ocorrer na contagem manual, além de proporcionar
uma redugdo no tempo de analise dos resultados. Dessa forma, no método empregado para o
ensaio de MNvit descrito por BRYCE e colaboradores (2007), os fluorocromos utilizados
foram: EMA e SYTOX® Green. O fluorocromo EMA foi empregado com o intuito de corar a
cromatina de células necroticas e apoptoticas e 0 SYTOX® Green foi utilizado para corar os
nucleos livres e micronucleos em suspensdao (a partir da remog¢do das membranas
citoplasmaticas) que sao diferencialmente corados em relagdo a cromatina associada a células
mortas/células em processo de morte. Sendo assim, a quantificacdo da porcentagem de
micronucleo in vitro (%MN) por citometria de fluxo foi baseada nos parametros descritos por
BRYCE e colaboradores (2007) com o intuito de separar os nucleos dos micronucleos por
meio da estratégia de gating adquirindo pelo menos 10.000 eventos por amostra na regido das

células nucleadas e as analises foram realizadas pelo programa FlowJo™.
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Inicialmente, a porcentagem de micronticleo in vitro foi realizada com os controles
positivos e negativos a fim de validar se o ensaio estava funcionando. Os resultados
representam a média de duas replicatas + desvio padrdao com um intervalo de confianga de

95% de trés ensaios independentes, os valores médios da %MN da mitomicina foi 5,59,

benzo[a]pireno 3,2 e NaCl 1,88 (Figura 18).
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Figura 18 - Porcentagem de micronucleo das células CHO-K1 submetidas aos controles do ensaio com e
sem S9, por citometria de fluxo. CC (controle de células); MTMC (mitomicina C); NaCl (cloreto de sddio);
BZP (benzo[a]pireno). Valores de p ** <0,0029, *** <0,0009

As andlises dos resultados foram feitas a partir da analise de varidncia One-way
ANOVA seguidas pelo teste de Tukeye foi possivel observar diferenca significativa nas
amostras com e sem ativagdo de S9 quando os controles negativos do ensaio (controle de
células e cloreto de sodio) foram comparados com os controles positivos (mitomicina C e

benzo[a]pireno) com p-valor<0,0009 e p-valor<0,0029, respectivamente.

Os resultados obtidos dos valores da %MN médio nas células CHO-K1 da mitomicina
C na concentragao de 4 ug/mL foi de 5,59 e para o benzo[a]pireno na concentracdo de 3
png/mL foi de 3,2. BRYCE e colaboradores (2011), em dados de literatura mostraram que a
mitomicina C na concentragdo de 4 pg/mL apresentou %MN médio de 5,58 em células CHO-
K1, entretanto nesse mesmo estudo foi avaliada a %MN da mitomicina C na mesma

concentra¢do e no mesmo tipo de linhagem celular e foi encontrado a %MN médio de 4,6.

AVLASEVICH e colaboradores (2006) utilizaram a linhagem L5178Y para a

avalia¢do da %MN por citometria de fluxo do benzo[a]pireno na concentracdo de 3 pg/mL, o
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valor da % MN médio foi > 4%. Sendo assim, foi possivel avaliar que os valores médios da
%MN obtidos nesse trabalho corroboram os dados de literatura e podem ser classificados
como genotdxicos por apresentar um p-valor<0,05 (DIAZ et al., 2007). Apos a validagdo do
ensaio, também foram avaliadas as %MN do extrato de Centella asiatica, castanha da india,
hamamélis virginiana, cafeina, Blend, Ecoblend, solvente Mapric; solvente Ecoblend;

solvente Blend nas Figuras 19, 20, 21, 22, 23, 24 e 25, respectivamente.

Na Figura 19, foram representados os resultados da média de seis replicatas + desvio
padrao com um intervalo de confianca de 95% de trés ensaios independentes do extrato de
Centella asiatica. Osvalores médios da %MN sem S9 nas concentragdes 0,000225; 0,0045;
0,009 mg/mL foram de 1,78; 2,06; 1,94, respectivamente. Enquanto, os valores médios da
%MN com S9 nas concentracdes nas mesmas concentragdes foramde 1,61; 1,77; 1.8,

respectivamente.
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Figura 19 - Porcentagem de micronucleo das células CHO-K1 submetidas ao extrato de Centellaasiatica
com e sem S9, por citometria de fluxo. CC (controle de células); MTMC (mitomicina C); NaCl (cloreto de
sodio); BZP (benzo[apireno). Valor de p **** <0,0001

As andlises dos resultados foram feitas a partir da andlise de varidncia One-way
ANOVA seguidas pelo teste de Tukey. O extrato de Centella asiaticas em S9 (p-valor
0,8066) e com S9 (p-valor0,5648) nao apresentaram diferenga significativa quando
comparado ao controle de células, sendo considerado potencialmente ndo genotdxico.

KUPRADINUN e colaboradores (2011) avaliaram o potencial anticlastogénico do
extrato de Centella asiatica quando ratos machos foram tratados com agentes clastogénicos

diretos, como a mitomicina C, e indiretos, como a ciclofosfamida e 7, 12-
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dimetilbenzantraceno (DMBA) pelo teste in vivo de micronucleo em eritrocitos. Os ratos
foram tratados com 12,5 e 25% do extrato de Centella asiatica e a partir da anélise do sangue
periférico coletado, os autores mostraramreducao dosreticulocitos micronucleadosno
sangueperiférico, na concentragdo de 25% do extrato quando os ratos foramtratados
comagentesclastogénicos diretos e indiretos. Entretanto, a concentracio de 12,5% resultou no
aumento dos reticulécitos micronucleadosnosangueperiférico induzidos pelo DMBA. Esse
estudo sugere que extrato de Centella asiatica na concentracdo de 25% pode apresentar um

efeito quimioprotetor contra agentes genotoxicos.

SONDHI e colaboradores (2010) mostraram a inibicdo do dano ao DNA induzido por
H,0O;pelacastasterona isolada das folhas de Centella asiatica pelo ensaio cauda de cometa,
esse ensaio ¢ utilizado comintuito de quantificar as lesdes e identificar os efeitos do reparo no
DNA em células de mamiferos. As células de linfécitos humanos quando expostas ao H,O,
mostraram dano significativo ao DNA, entretanto ao adicionar a catosterona nas
concentragdes 10'°M e 10°M nas células que foram expostas ao H,O,,resultou naredugdo

significativa do dano ao DNA.

SIDDIQUE e colaboradores (2009) observaram o efeito da adigdo do extrato de
Centella asiatica nas concentragoes de 1,075x 10'4, 2,125x 10%e 3,15X10'4 g/ml em células de
linfocitos humanos que foram tratadas com o agente genotdxico (etinilestradiol) pelo teste de
troca de cromatides irmds e micronucleo, os autores verificaram um potencial efeito protetor

do extrato nas células que foram expostas aoetinilestradiol.

Na Figura 20, foram representados os resultados da média de seis replicatas + desvio
padrdo com um intervalo de confianca de 95% de trés ensaios independentes do extrato de
castanha da india. Os valores médios da %MN sem S9 nas concentra¢des 0,000225; 0,0005;
0,001 mg/mL foram de 2,0; 2,0; 1,90, respectivamente. Enquanto, os valores médios da %MN
com S9 nas concentragdes 0,000225; 0,0005; 0,001 mg/mL foram de 1,63; 1,78; 1,98,

respectivamente.
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Figura 20 - Porcentagem de micronicleo das células CHO-K1 submetidas ao extrato de castanha da india
com e sem S9, por citometria de fluxo. CC (controle de células); MTMC (mitomicina C); NaCl (cloreto de

s6dio); BZP (benzo[a]pireno). Valor de p **** <0,0001

As analises dos resultados foram feitas a partir da andlise de varidncia One-way
ANOVA seguidas pelo teste de Tukey. O extrato de castanha da india sem S9 (p-valor
0,8572) e com S9 (p-valor0,5013) ndo apresentaram diferenga significativa quando

comparado ao controle de células, o extrato foi considerado potencialmente nao genotoxico.

Dados de literatura mostraram que, ndo foi apresentada atividade teratogénica ao
administrar diferentes concentragdes do extrato de castanha da india em ratos e coelhos, ja no
teste de Ames, um ensaio que utiliza bactérias paradeterminaro potencial demutagdes
genéticas de substincias quimicas, aotratar as cepas de Samonella typhimirium TA98 com os
extratos secos e fluidos foi constatado baixa atividade genotdxica do extrato de castanha da

india (EMEA, 2012).

Przybojewska e colaboradores (1994) avaliaram a potencial atividade carcinogénica da
a-escina (principal constituinte quimico da castanha da india) pelos testes de Ames, reparo de
DNA e micronucleo, a a-escina ndo apresentou potencial mutagénico ou genotdxico em

nenhum dos testes, mas em altas concentracdes foi considerada toxica (80% de dose letal 50).

Na Figura 21, foram representados os resultados da média de seis replicatas + desvio
padrdo com um intervalo de confianca de 95% de trés ensaios independentes do extrato de
hamamélis. Os valores médios da %MN sem S9 nas concentragoes 0,039; 0,078; 0,156
mg/mL foram de 0,79; 0,71; 0,95, respectivamente. Enquanto, os valores médios da %MN
com S9 nas concentragoes 0,039; 0,078; 0,156 mg/mL foram de 0,63; 0,79; 0,87,

respectivamente.
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Figura 21 - Porcentagem de micronicleo das células CHO-K1 submetidas ao extrato de hamamélis com e
sem S9, por citometria de fluxo. CC (controle de células); MTMC (mitomicina C); NaCl (cloreto de sddio);
BZP (benzo[a]pireno). Valor de p **** <0,0001

As andlises dos resultados foram feitas a partir da andlise de varidncia One-way
ANOVA seguidas pelo teste de Tukey foram realizadas. O extrato de hamamélis sem S9 (p-
valor 0,8880) e com S9 (p-valor 0,8325) ndo apresentaram diferenca significativa quando

comparado ao controle de células, elefoi considerado potencialmente ndo genotodxico.

Dados de literatura mostraram que, o extrato aquoso de hamamélis ndo teve atividade
mutagénica no ensaio com cé¢lulas de ovario de hamster chinés (CHO) com ou sem ativacao

metabolica (GALLOWAY et al., 1987;GARDNER; MCGUFFIN, 2013).

EMEA (2009) verificou que o extrato aquoso de hamamélis ndo apresentou
genotoxicidade pelo teste de Ames em cinco cepas de Samonella TA1535; TA97; TA9S;

TA100 adicionando ou nao substancias hepaticas (S9) de ratos ou hamster.

DAUER e colaboradores (2003) avaliaram que a catequina e os taninos (substancias
quimicas presentes na Hamamélis virginiana L.) em células humanas do tipo Hep G2 resultou
em um efeito protetor ao dano de DNA no ensaio cauda de cometa, sugere-se que os taninos

sdo potenciais agentes atimutagénicos nesse estudo.

Na Figura 22, foram representados os resultados da média de seis replicatas + desvio
padrdo com um intervalo de confianca de 95% de trés ensaios independentes da cafeina. Os
valores médios da %MN sem S9 nas concentragdes 0,000185; 0,000375; 0,00075 mg/mL

foram de 2,31; 2,0; 2,56, respectivamente. Enquanto, os valores médios da %MN com S9 nas
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concentragdes 0,000185; 0,000375; 0,00075 mg/mL foram de 2,01; 2,50; 2,57,

respectivamente.
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Figura 22 - Porcentagem de microniticleo das células CHO-K1 submetidas cafeina com e sem S9, por
citometria de fluxo. CC (controle de células); MTMC (mitomicina C); NaCl (cloreto de soédio); BZP
(benzo[a]pireno).Valor de p **** <0,0001

As analises dos resultados foram feitas a partir da andlise de varidncia One-way
ANOVA seguidas pelo teste de Tukey foram realizadas. A cafeina sem S9 (p-valor 0,3104) e
com S9 (p-valor 0,0188) ndo apresentaram diferenga significativa quando comparada ao

controle de células, a cafeina foi considerada potencialmente ndo genotoxica.

ABRAHAM (1991) expds os camundongos machos a compostos toxicos (7,12-
dimetilbenz[ a]antraceno, benzo[a]pireno, aflotaxina B; e uretano), mas também administrou
125, 250 e 500 mg/kg de café, o ensaio de micronucleo em células de medula 6ssea constatou
que quando os camundongos foram expostos a 250 e 500 mg/kg de café ocorreu inibigadoda
proliferagdo de eritrocitos policromaticos micronucleados gerados pelos compostos toxicos

utilizados no estudo.

DUARTE e colaboradores (2000) mostraram pelo teste de Ames na cepa TA100 do
S.thyphimurium que o extrato de café apresentou potencial genotéxico em doses maiores ou
iguais a 145 pg/mL. CHAKRABARTI e colaboradores (2017) observaram que as células de
linfécitos humanos tratadas com cafeina nas concentragdes 25, 50, 75 ¢ 100 pg/mL foram
consideradas potencialmente nao genotoxicas pelo ensaio de cauda de cometa. No mesmo

estudo, as células receberam um co-tratamento com uma substincia quimica toxica [orlistate
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(250 pg/mL)] e cafeina (50, 75, 100) e foi constatado que a cafeina reduziu a toxicidade do

orlistate de forma dose dependente.

Na Figura 23, foram representados os resultados da média de seis replicatas + desvio
padrdo com um intervalo de confianca de 95% de trés ensaios independentes do Blend. Os
valores médios da %MN sem S9 nas concentracdes 0,00005375; 0,0001075; 0,000215
mg/mL foram de 0,78; 0,62; 0,96, respectivamente. Enquanto, os valores médios da %MN
com S9 nas concentragdes 0,00005375; 0,0001075; 0,000215 mg/mL foram de 0,70; 0,57;

0,57, respectivamente.
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Figura 23 - Porcentagem de microniticleo das células CHO-K1 submetidas ao Blend com e sem S9, por
citometria de fluxo. CC (controle de células); MTMC (mitomicina C); NaCl (cloreto de sodio); BZP

(benzo[a]pireno). Valor de p **** <0,0001

As andlises dos resultados foram feitas a partir da andlise de varidncia One-way
ANOVA seguidas pelo teste de Tukey foram realizadas. O Blend sem S9 (p-valor 0,6468) e
com S9 (p-valor 0,376) nao apresentaram diferenca significativa quando comparado ao

controle de células, o extrato foi considerado potencialmente ndo genotdxico.

Cabe ressaltar que nao foram encontrados dados de literatura com as trés plantas
juntas em um unico extrato (Ptychopetalum olacoides Bentham e Trichilia catigua Juss
enriquecido com Pfaffia paniculata), além de ndo ter dados referentes ao potencial genotoxico
do Ptychopetalum olacoides Bentham e Trichilia catigua Juss, sendo assim s6 foi possivel

realizar a discussao do Pfaffia paniculata.
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E importante ressaltar que, a Pfaffia paniculata é considerada o Ginseng brasileiro e a
discussdo foi realizada com o termo Panax ginseng (RATES; GOSMANN, 2002). KHALIL e
colaboradores (2008) verificaram a inibi¢ao da proliferacdo de micronucleos induzidos pelo
EDTA nas cé¢lulas de medula 6ssea de ratos albinos machos tratados com o 20 mg/kg do

extrato de Panax ginseng pelo teste de microntcleo.

MORIMOTO e colaboradores (1982) avaliaram o potencial mutagénico do extrato
seco da raiz de Panax ginseng diluido em 4agua (100 mg/mL) pelo teste de Ames com as cepas

TA98 e TA 100 do S.thyphimurium, o extrato foi considerado potencialmente ndo genotoxico.

Na Figura 24, foram representados os resultados da média de seis replicatas + desvio
padrdo com um intervalo de confianca de 95% de trés ensaios independentes do Ecoblend. Os
valores médios da %MN sem S9 nas concentragdes 0,00625; 0,0125; 0,025 mg/mL foram de
1,33; 1,23; 1,60, respectivamente. Enquanto, os valores médios da %MN com S9 nas

concentragdes 0,0125; 0,025 mg/mL foram de 1,28; 0,94; 1,88, respectivamente,
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Figura 24 - Porcentagem de microntcleo das células CHO-K1 submetidas ao Ecoblend com e sem S9, por
citometria de fluxo. CC (controle de células); MTMC (mitomicina C); NaCl (cloreto de soédio); BZP

(benzo[oJpireno). Valor de p **** <0,0001

As analises dos resultados foram feitas a partir da andlise de varidncia One-way
ANOVA seguidas pelo teste de Tukey. O Ecoblend sem S9 (p-valor 0,7082) e com S9 (p-
valor 0,2593) ndo apresentaram diferenca significativa quando comparadoao controle de

células, sendo assim esse extrato foi considerado potencialmente ndo genotoxico.
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Dados mostraramque, o picdo preto em concentragdes menores ou iguais a 5% nao foi
considerado potencialmente genotdxico no ensaio de micronicleo em células de sangue

periférico de camundongos que foram expostos a esse ativo (LIANG et al., 2019).

COSTA e colaboradores (2008) avaliaram o potencial mutagénico do extrato de Biden
spiosa L. extraido pelo método de infusdo e decocgao com o teste in vitro de cauda de cometa
e micronucleo em células de hepatoma de rato. Nesse estudo os autores verificaram um
potencial genotdxico da infusdo do extrato em concentragdes maiores ou iguais a 4%,
enquanto para a decocc¢do foi observado um potencial genotéxico nas concentragdes de 1, 2 e
4%no teste de cauda de cometa, entretanto no ensaio in vitro de microntcleo foram testadas
as concentracoes de 2 e 4% da infusdo e decocgdo do extrato de Bidens pilosa L. € 0 mesmo
foi considerado potencialmente ndo mutagénico. Provavelmente, em nosso estudo nao foi
encontrado um potencial genotdxico do extrato na concentragdo de 5% devido a diferenca do

solvente (dgua e glicerina) e tipo celular utilizado no teste in vitro de microntcleo.

Na Figura 25, foram representados os resultados da média de seis replicatas + desvio
padrdo com um intervalo de confianca de 95% de trés ensaios independentes dos Solventes.
Os valores médios da %6MN sem S9 foramde 0,88; 0,54; 0,95 para os solventes Ecoblend,
Blend e Mapric, respectivamente. Enquanto, os valores médios da %MN dos mesmos foram

de 0,53; 0,93; 0,71, respectivamente.
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Figura 25 - Porcentagem de micronicleo das células CHO-K1 submetidas aos solventes com e sem S9, por
citometria de fluxo. CC (controle de células); MTMC (mitomicina C); NaCl (cloreto de sodio); BZP
(benzo[a]pireno); Solvente Ecoblend, solvente Blend e solvente Mapric. Valor de p **** <0,0001
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As andlises dos resultados foram feitas a partir da andlise de varidncia One-way
ANOVA seguidas pelo teste de Tukey. Ossolventes sem S9 (pvalor = 0,6490) e com S9 (p-
valor0,6124) nao apresentaram diferenga significativa quando comparados ao controle de
células, os mesmos foram considerados potencialmente nao genotoxico conforme o esperado,
pois os solventes ndo devem interferir na integridade celular, uma vez que sao apenas veiculos
para solubilizagdo dos extratos.

Cabe ressaltar que as triagens de toxicidade foram realizadas com o intuito de
selecionar as concentragdes que nao causassem um efeito citotdxico, fototoxico e genotoxico

para utilizar no teste de eficdcia do estudo.

4.9 Co-cultura tridimensional de células 3T3-L1 e endotélio para o teste de eficacia
dos ativos utilizando o método de Oil Red O

Os ensaios anteriores foram realizados para o desenvolvimento de modelos
equivalentes in vitro com uma co-cultura de células endoteliais e adipdcitas para
representacdo do tecido adiposo e determinacdo das concentra¢des dos ativos que seriam
utilizados no teste de eficacia. Sendo assim, o teste de eficacia foi realizado na co-cultura 3D
de células 3T3-L1 diferenciadas e endoteliais com o intuito de padronizarum novo modelo
para avaliagdo in vitro de eficacia de ativos cosméticos voltados para a redug¢do e/ou aumento
de lipidios intracelulares. Dessa forma, os ativos desse estudo foram adicionados nas
concentragdes que apresentassem viabilidade >80% fornecidas pelo teste de citotoxicidade na
co-cultura 3D. Os resultados representam a média de trés replicatas + desvio padrao com um
intervalo de confianca de 95% de trés ensaios independentes, foi possivel observar uma
diminui¢do na quantidade de lipideos presente na co-cultura 3D dos seguintes ativos Centella
asiatica, castanha da india, hamamélis, cafeina e Blend, visto que a absorbancia ¢ menor em

comparacao ao controle (células 3T3-L1 diferenciadas em adipdcitos) (Figura 26).
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Figura 26 — Absorbincia da co-cultura tridimensional de células 3T3-L1 e endotélio apds a
exposicao aos ativos. A. Controles do ensaio: A. CC (controle de células); INDIF (co-cultura sem
diferencia¢do para adipocitos); DIF (co-cultura diferenciada para adipocitos); B. Centellaasiatica; C.
Castanha da india; D.Hamamélis; E. Cafeina; F. Blend; G. Ecoblend; H. SolventeEcoblend, solvente
Blend e solvente Mapric. Valores de p ** <0,0030; *** <0,0006; **** <0,0001

As analises dos resultados foram feitas a partir da andlise de varidncia One-way
ANOVA seguidas pelo teste de Tukey, os ativos Centella asiatica, castanha da india,
hamamélis, cafeina, Blend, Ecoblend e solventes apresentaram diferencga estatistica quando
comparadas com o controle de células e os valores de p estdo descritos na legenda a Figura
24. Enquanto o Ecobidens (pvalor = 0,4184) e os solventes (pvalor = 0,4012) ndo
demonstraram diferenca significativa. Cabe ressaltar que, o perfil do grafico dos solventes ja

era esperado, porque o solvente de cada extrato nao deve interferir na eficacia dos ativos.
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Os extratos de plantas sdo ricos em principios ativos. Dessa forma, as diversas
aplicabilidades em formulagdes cosméticas sdo devido as diferentes caracteristicas que cada
composto quimico proporciona, exemplificando dados de literatura, reportaram que alguns
flavonoides e acidos fendlicos diminuem os niveis intracelulares de triglicerideos e da enzima
glicerol-3-fosfato desidrogenase na cultura celular de adipocitos 3T3-L1 pelo método de Oil

Red O (HSU; YEN, 2008).

O extrato de Centella asiatica quando adicionado na co-cultura 3D demonstrou ser um
potencial redutor do acimulo de lipidios intracelulares nos adipocitos quando comparados
com o controle de células. Corroborando dados de literatura que verificaram o efeito lipolitico
do extrato de Centella asiatica na concentracao de 0,02% em monocultura de adip6citos pelo
teste de Oil Red O, a lipolise ¢ o processo de hidrdlise dos triacilglicerideos para formar
glicerol e 4cidos graxos livres sendo assim foi observado que o extrato de Centella asiatica
reduziu a quantidade de lipidios intracelulares, consequentemente a redugdao de lipidios
intracelulares auxilia na melhora do aspecto da pele com celulite (HASHIM et al., 2011).
IWASHITA; YAMAKI; TSUSHIDA e colaboradores (2001) sugerem que a inibi¢do da
diferenciagdo dos pré-adipdceitos em adipdcitos pela quercitina (um dos flavonoides presentes
no extrato de Centella asiatica) esta diretamente relacionada com a inibi¢do da enzima
glicerol-3-fosfato desidrogenase que ¢ responsavel pela sintese de lipidios. THOLON e
colaboradores (2002) citaram que ao tratar as células de adip6citos humanos com o extrato de
Centella asiatica, o ativo gerou aumento dos niveis intracelulares de AMPc (um dos
precursores da lipolise) resultando na redug¢do da quantidade de lipidios intracelulares devido

a presenga de altas concentragdes de acidos graxos nao esterificados no meio de cultura.

O extrato de castanha da india quando adicionado na co-cultura 3D demonstrou ser um
potencial redutor do acumulo de lipidios intracelulares nos adipocitos quando comparados
com o controle de células. Estudos demonstraram que a esculetina (uma cumarina presente no
extrato da castanha da india) reduziu significantemente o acumulo de lipidios durante o
periodo de diferenciacdo dos adipodcitos quando comparados com o controle de células e foi
constatada uma inibi¢do no acimulo de lipidios em aproximadamente 70% na concentragao
de 100 uM (KIM; LEE, 2017). CALS-GRIERSON (2007) analisou o possivel efeito
modulador de extratos botanicos nos canais de aquagliceroporina-7 (AQP7) nos adipdcitos, a
AQP7 ¢ uma proteina da membrana plasmatica expressa exclusivamente em adipdcitos e pode
ser um canal de entrada e saida do glicerol gerando a hipotese de que facilitando a abertura

desse canal resultaria na perda de glicerol intracelular e redu¢do do tamanho dos adipdcitos,
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dessa forma um dos extratos testados foi o de castanha da india em células 3T3-L1
diferenciadas em adipocitos nas concentragdes de 0,128; 0,64; 3,2 pg/mL e a partir do ensaio
de quantificacao de liberagdo de glicerol foi observado que o extrato teve um efeito inibidor
moderado dose-dependente na modulagdo da liberagao de glicerol intracelular, entretanto esse
estudo sugere que estudos devem ser realizados para verificar se o extrato aumenta os niveis
de atividade do AMP-ciclico um precursor da lipdlise. KIM e LEE (2015) constaram que a
esculetina reduziu significantemente o acimulo de lipidios em células 3T3-L1 diferenciadas
em adipécitos pela supressdo dos principais marcadores de diferenciagdo de adipdcitos

PPARY, C/EBPaq, e aP2, além de aumentar os niveis de atividade do AMPc.

O extrato de hamamélis quando adicionado na co-cultura 3D demonstrou ser um
potencial redutor do acimulo de lipidios intracelulares nos adipocitos quando comparados
com o controle de células. Dados de literatura demonstraram o potencial efeito inibidor do
acumulo de lipidios intracelulares de células 3T3-L1 diferenciadas em adipocitos apds a
adicao do acido tanico, o &cido tanico pertence a classe dos taninos que ¢ um dos principais
constituintes do extrato de hamamélis (FAN et al., 2013). FANG e colaboradores (2008)
verificaram que o kaempferol (um dos constituintes quimicos do extrato de hamamélis)
apresenta um potencial efeito inibidor da diferenciagdo de pré-adipocitos em adipdcitos, dessa
forma evitando o acumulo de lipidios intracelulares. COLEMAN (2001) citou que o extrato
de hamamélis ¢ utilizado em formulacdes para a melhora do aspecto da pele com celulite
devido a propriedade de estimulacdo da circulagdo sanguinea e linfatica além de ser um
potencial inibidor da fibroesclerose no tecido adiposo, a fibroesclerose ¢ quando o tecido de
sustentagdo adquire uma caracteristica mais fibrosa e a circulagdo sanguinea e de liquidos

intersticiais fica comprometida.

A cafeina ¢ um composto sintético e quimicamente definido diferente dos extratos
utilizados nesse estudo. Ao adicionar a cafeina na co-cultura 3D foi possivel observar um
potencial efeito redutor do acumulo de lipidios intracelulares nos adipdcitos quando
comparados com o controle de células. Dados de literatura também demonstraram que a
cafeina inibiu e reduziu significantemente o acumulo de lipidio intracelular de forma dose
dependente apds a completa diferenciagdo celular (dia 10) para 86,5 = 9,2%; 86,5 + 12,1%;
74,4 £ 4,0% nas concentragdes 0,25; 0,5 e 1 mM, respectivamente (NAKABAYASHI et al.,
2008). HASEGAWA; MORI (2000) observaram que a cafeina na concentragdao 2,4 ug/mL
apresentou um potencial efeito lipolitico nas células 3T3-L1, sendo assim a cafeina pode

afetar a secregdo de catecolaminas que ativa os recepetores B-adrenérgicos resultando no
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aumento dos niveis de atividade do AMPc nas células e ativar a enzima lipase hormdnio-
sensivel no processo de lipolise. AKIBA e colaboradores (2004) citaram que a cafeina nas
concentragoes 0,1; 0,25; 0,5 e 1 mM inibiu de forma dose dependente a captacdo de glicose
induzida pela insulina em células MC3T3-G2/PA6 diferenciadas em adipocitos e em células
primarias de tecido adiposo marrom, os autores sugeriram que a inibicdo de captacdo de
glicose pela cafeina pode estar relacionada a perda do transportador de GLUT 4 na membrana
plasmatica devido ao bloqueio da ativacdo da proteina kinase B podendo promover aumento

da lipdlise nas células adiposas.

O Blend quando adicionado na co-cultura 3D demonstrou ser um potencial redutor do
acumulo de lipidios intracelulares nos adipocitos quando comparados com o controle de
células. Dados de literatura demonstraram que a associagdo dos extratos de Ptychopetalum
olacoides Bentham e Trichilia catigua Juss enriquecido com Pfaffia paniculata ¢ comumente
utilizada em formulagdes topicas para a melhora do aspecto da pele com celulite, o extrato
apresenta padronizacdo de flavondides e saponinas totais, o efeito lipolitico pode estar
relacionado a modulagdo da atividade nos receptores B-adrenérgicos a partir do bloqueio dos
receptores a e elevagdo dos niveis de TNF-a que previne o excesso de acimulo de lipidios
intracelulares e acelera o processo de lipdlise, esse processo ocorre devido aos flavondides e
saponinas presentes no extrato (BABY et al, 2006; LONGHINI et al., 2017). ROBLES
VELASCO e colaboradores (2017) realizaram um ensaio clinico do extrato comercial de
Ptychopetalum olacoides Bentham e Trichilia catigua Juss em participantes mulheres entre
20 e 40 anos com um grau moderado de celulite e os autores verificaram que o extrato foi
efetivo na reducdo do edema, melhora da microcirculagdo local e do aspecto da pele com
celulite, a eficacia do extrato pode estar relacionada as caracteristicas antioxidantes,
diminui¢do do dano oxidativo aos lipidios, reducdo da permeabilidade capilar resultando na
melhora da microcirculagdo sanguinea e linfatica, além de melhorar a inflamacdo, edemas e
proteger os capilares. Cabe ressaltar que, ndo foram encontrados testes de avaliacdo in vitro
de eficacia do Blend, entretanto foi possivel observar que o extrato apresentou potencial efeito

lipolitico tanto no ensaio in vitro como no in vivo.

O Ecoblend quando adicionado na co-cultura 3D na concentra¢do de 5% nao mostrou
diferenca significativa. Dados de literatura constaram que o extrato de Bidens pilosa L. (ativo
do produto Ecoblend) melhorou o aspecto da pele envelhecida devido ao aumento na
proliferacdo e acimulo de lipidios intracelulares nos adipdcitos (KR; ARTEMOV, 2012). Em

contrapartida, LIANG e colaboradores (2015) demonstraram que o extrato de Bidens pilosa L.
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nas concentragdes de 0,5%; 1,5% e 2,5% tiveram um efeito dose-dependente na reducdo do
teor de gordura, tamanho do adipdcito e/ou no peso corporal dos camundongos, também foi
verificado que o extrato de Bidens pilosa L. diminui significantemente a adipogenese € o
acumulo de lipidios intracelulares em células 3T3-L1, a redugdo pode estar associada com a

regulagdo da expressdo Egr2, C/ EBPs, PPARYy, proteina adipocitaria 2 e adiponectina.
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5 Conclusao

A comparagdo de técnicas de viabilidade celular mostrou resultados

semelhantespossibilitando a utilizacdo de qualquer um dos mesmos.

Na avaliagdo de citotoxicidade dos ativos em células endoteliais foi constatado que a
Centellaasiatica, Slimbuster H e a cafeina foram mais citotoxicas nessa linhagem quando

comparadas com as células Balb/c 3T3.

Na avaliacdo de citotoxicidade dos ativos em células 3T3-L1 foi observado que a
Centellaasiatica, hamamélis, Slimbuster H e cafeina apresentaram maior citotoxicidade do

que nas células Balb/c 3T3.

Com os ensaios de fototoxicidade e genotoxicidade, sugere-se que os ativos do estudo

sao considerados potencialmente ndo fototoxicos € ndo genotdxicos.

Na avaliagdo de citotoxicidade no modelo in vitro de co-cultura 3D de células 3T3-L1
e endotélio foi verificado que as células apresentaram aumento da viabilidade celular quando
comparadas as células em monocamada, além de possibilitar a adi¢do de concentragdes mais

proximas daquelas utilizadas em produtos.

Para a avaliacdo de eficacia dos ativos no modelo in vitro de co-cultura3D de células
3T3-L1 e endotélio foi constatado os ativos Centellaasiatica, castanha da india, hamamélis,
cafeina e Slimbuster H reduziram significantemente a quantidade de lipidios intracelulares

nos adipocitos.

Concluiu-seque foi possivel avaliar a toxicidade in vitrodos ativos pelos ensaios
recomendados pelos guias internacionais e nacionas de métodos alternativos. Aavaliagdo de
ativos na co-cultura 3D de células 3T3-L1 e endotélio tiveram resultados promissores em
relacdo a diminuicdo da quantidade de lipidios intracelulares e assim sugerem-se mais estudos

com ativos lipoliticos, adipogénicos e lipogénicos.
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