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RESUMO 
 

Os modelos de avaliação in vitro de segurança e eficácia de ativos cosméticos estão cada vez 
mais populares, uma vez que existe a proibição do uso de animais em 39 países e alguns 
estados brasileiros. Nesse contexto, foi proposto um novo modelo in vitro de co-cultura 
tridimensional de células adiposas e endoteliais para a avaliação in vitro de segurança e 
comprovação de eficácia de ativos para a melhora da aparência da pele com celulite e 
envelhecida. Os ensaios de segurança dos ativos Centella asiatica, castanha da índia, 
hamamélis, cafeína, Blend e Ecoblend foram realizados por meio de ensaios de citotoxicidade 
em três 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 eficácia 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 cafeína na concentração 2,5% foram mais citotóxicas em células 
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 cafeína na concentração de 2,5% foram mais 
citotóxicas 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. 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 concentração. No ensaio de comprovação de eficácia, os ativos 
Centella asiatica, castanha da índia, hamamélis, cafeína e Blend na maior concentração teste 
causaram reduçãoda quantidade de lipídios intracelulares em torno de 40%, 12%, 27%, 35% e 
30%, respectivamente. Foi possível concluir que, o modelo proposto de co-cultura 
tridimensional para avaliação in vitro de segurança e eficácia de ativos cosméticos foi efetivo 
e vantajoso em relação ao modelo 2D, uma vez que apresenta melhor representaçãodo tecido 
adiposo com concentrações mais próximas a de uso eorganização celular mais semelhantes ao 
sistema in vivo. 

 

 

 

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

 



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 

 

 

 

 

 

  



 
 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 
 
Figura 1 - Células coradas com os corantes vitais nas microplacas de 96 poços. .................... 21 
 
Figura 2 - Fotografia da parte interna da câmara de fototoxicidade com as células aderidas nas 
microplacas expostas ou não a irradiação UVA+ ..................................................................... 24 
 
Figura 3 - Fotomicrografia obtida a partir da observação das placas de 6 poçosao microscópio 
óptico (Carl Zeiss), no aumento de 10x da objetiva. ................................................................ 27 
 
Figura 4 - Plaqueamento de células naco-cultura 3D. .............................................................. 29 
 
Figura 5–Fotomicrografia obtida a partir da observação da co-cultura 3D das células 3T3-L1 e 
veia cava em um poço da microplaca de 96 poços ao microscópio óptico (Carl Zeiss) no 
aumento de 10x da objetiva. ..................................................................................................... 29 
 
Figura 6 - Esquema representativo do ensaio de genotoxicidade após 48 horas de incubação 
das células CHO-K1 (OECD 487, 2010).................................................................................. 32 
 
Figura 7 - Histogramas da estratégia de gatingdo controle de células do controle de células 
CHO-K1 para determinar a região de células nuceladas (N), núcleos com hipodiploidia (H) e 
micronúcleos (MN). ................................................................................................................. 34 
 
Figura 8 - Teste de OilRed O na co-cultura 3D na microplaca de 96 poços. ........................... 36 
 
Figura 9– Porcentagem de viabilidade celular após a exposição a MTT, NR e Prestoblue, na 
linhagem Balb/c 3T3 após o tratamentocom DMSO por 48 horas........................................... 39 
 
Figura 10 - Porcentagem de viabilidade celular utilizando NR, MTT e Prestobluena linhagem 
Balb/c 3T3 após a exposição aos ativos por 48 horas .............................................................. 40 
 
Figura 11 - Porcentagem de viabilidade celular na linhagem Balb/c 3T3 após a exposição aos 
ativos por 48 horas .................................................................................................................... 42 
 
Figura 12 - Porcentagem de viabilidade das células Balb/c 3T3 às diferentes concentrações 
(%) dos ativos após exposição ou não à luz UVA. ................................................................... 45 
 
Figura 13 - Teste de OilRed O de cultura celular de adipócitos em monocamada .................. 47 
 
Figura 14 - Porcentagem de viabilidade celular em células endoteliaisapós a exposição aos 
ativos por 48 horas. ................................................................................................................... 49 
 
Figura 15 - Porcentagem de viabilidade celular nas células 3T3-L1 após a exposição aos 
ativos por 48 horas. ................................................................................................................... 54 



 
 

 
Figura 16 - Porcentagem de viabilidade celular na co-cultura3D de células 3T3-L1 e endotélio 
após a exposição aos ativos por 48 horas. ................................................................................ 58 
 
Figura 17 - Porcentagem de micronúcleo das células CHO-K1 submetidas aos controles do 
ensaio com e sem S9, por citometria de fluxo .......................................................................... 63 
 
Figura 18 - Porcentagem de micronúcleo das células CHO-K1 submetidas ao extrato de 
Centella asiatica com e sem S9, por citometria de fluxo. ........................................................ 64 
 
Figura 19 - Porcentagem de micronúcleo das células CHO-K1 submetidas ao extrato de 
castanha da índia com e sem S9, por citometria de fluxo......................................................... 66 
 
Figura 20 - Porcentagem de micronúcleo das células CHO-K1 submetidas ao extrato de 
hamamélis com e sem S9, por citometria de fluxo. .................................................................. 67 
 
Figura 21 - Porcentagem de micronúcleo das células CHO-K1 submetidas cafeína com e sem 
S9, por citometria de fluxo. ...................................................................................................... 68 
 
Figura 22 - Porcentagem de micronúcleo das células CHO-K1 submetidas ao Slimbuster H 
com e sem S9, por citometria de fluxo. .................................................................................... 69 
 
Figura 23 - Porcentagem de micronúcleo das células CHO-K1 submetidas ao Ecobidens com 
e sem S9, por citometria de fluxo. ............................................................................................ 70 
 
Figura 24 - Porcentagem de micronúcleo das células CHO-K1 submetidas aos solventes com 
e sem S9, por citometria de fluxo. ............................................................................................ 71 
 
Figura 25 – Absorbância da co-cultura tridimensional de células 3T3-L1 e endotélio após a 
exposição aos ativos. ................................................................................................................ 73 
 

 
 

LISTA DE EQUAÇÕES 
 
 

Equação 1 - Fórmula do cálculo da viabilidade celular ............................................................ 22 
 
Equação 2 - Fórmula para o cálculo da fototoxicidade ............................................................ 25 
 
Equação 3 – Cálculo DL50 ........................................................................................................ 61 

 
 
 

 



 
 

LISTA DE TABELAS 
 

Tabela 1 - Descrição da proporção dos solventes dos extratos doados pela empresa Mapric® e 
Chemyunion® .......................................................................................................................... 16 
 
Tabela 2 - Ativos utilizados no ensaio de citotoxicidade na comparação de corantes de 
viabilidade celular..................................................................................................................... 20 
 
Tabela 3 - Descrição dos ativos e concentrações utilizados no teste de citotoxicidade em 
células Balb/c 3T3 .................................................................................................................... 22 
 
Tabela 4 - Descrição das concentrações iniciais e finais dos ativos no teste de fototoxicidade 
em células Balb/c 3T3 .............................................................................................................. 23 
 
Tabela 5 - Descrição do preparo das soluções de Oil Red O ................................................... 26 
 
Tabela 6 - Descrição das concentrações dos ativos no teste de citotoxicidade em células 3T3-
L1 e endotélio ........................................................................................................................... 28 
 
Tabela 7 - Descrição das concentrações dos ativos utilizados no ensaio de citotoxicidade da 
co-cultura 3D de células 3T3-L1 e veia cava ........................................................................... 30 
 
Tabela 8 - Descrição da concentração dos ativos utilizados no ensaio de genotoxicidade em 
células CHO-K1 ....................................................................................................................... 31 
 
Tabela 9 - Descrição da composição química da Solução S9 mix utilizada no ensaio de 
genotoxicidade .......................................................................................................................... 32 
 
Tabela 10 - Descrição da concentração dos ativos utilizados no teste de eficácia em co-cultura 
3D de células 3T3-L1 e endoteliais .......................................................................................... 35 
 
Tabela 11 - Valores de PIF gerados pelo Software Phototox em células Balb/c 3T3 que foram 
submetidas ao ensaio de fototoxicidade ................................................................................... 45 
 
Tabela 12 - Valores de Concentração inibitória de 50% da população de células (IC50) para os 
ativos nas células Balb/c 3T3, 3T3-L1, endoteliais, co-cultura 3D de células 3T3-L1 e 
endotélio ................................................................................................................................... 61 
 
Tabela 13 - Valores de Dose Letal de 50% da população celular (DL50) para os ativos nas 
células Balb/c 3T3, 3T3-L1, veia cava, co-cultura 3D de células 3T3-L1 e endotélio ............ 62 
 
Tabela 14 - Descrição da composição química dos extratos utilizados no estudo ................... 74 
 



 
 

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS 

As siglas e abreviaturas que foram usadas com mais freqüência estão nessa lista, devido a 
difícil tradução, algumas foram mantidas em inglês ou até mesmo por ser comumente 
utilizada na comunidade científica. 

 

µg – micrograma (s)  
µL – microlitro (s)  
µM – micromolar (s) 
cm – centímetro (s)  
g – grama (s)  
J – joule (s)  
L – litro (s)  
M – molar 
m2 - metro quadrado  
mg – miligrama (s)  
mL – mililitro (s)  
mM - mili molar 
p/v - massa do soluto (g) volume da solução (mL)  
v/v - volume do soluto (mL) volume da solução (mL) 
5-MOP - 5-metoxipsoraleno 
FASN - ácidos graxos sintase 
AC - adenilato ciclase 
AMPc - adenosina monofosfato cíclico 
ATP - adenosina trifosfato 
AQP7 - aquagliceroporina-7 
S9 - Aroclor 1254 
ATCC® - American Type Culture Collection 

BENZ - Benzo[]pireno 
CC - Controle de células 

C/EBP - CCAAT/enhancer-binding protein  
MgCl2 - Cloreto de Magnésio 
KCl - Cloreto de potássio 
NaCl - Cloreto de sódio 
IC50 - Concentração inibitória de 50% da população em estudo 
2D - Cultura celular dimensional 
3D - Cultura celular tridimensional  
Glicose 6P - D-glicose-6-fosfato monossódico  
DMSO - Dimetilsulfóxido  
DL50 - Dose Letal que causa a morte de 50 % da população em estudo 
DMEM - Dulbecco's Modified Eagle's Medium  
EMA – Ethidium monoazide 
EDTA –Ethylene Diamine Tetracetic Acid 



 
 

TGF-β - Fator de crescimento transformador beta  

TNF- - Fator de necrose tumoral 
KLF - fator Kruppel-like  
FCS - Fetal Calf Serum 
RCF - força centrífuga relativa  
NADP - Fosfato de dinucleótidode nicotinamida e adenina  
GLUT1 – Glicose 1  
GLUT4 - Glicose 4  
SYTOX Green - Green Nucleic Acid Stain - 5 mM Solution in DMSO  
LHS - Lípase hormônio-sensível  
VLDL - Lipopropoteínas de muito baixa densidade  
LPL - Lipoproteínas lipases (LPL) 
Malonil-CoA - Malonilcoenzima A  
MMPs - metaloproteinases de matriz 
MN - micronúcleos  
MTMC – Mitomicina C 

NS - NanoShuttle-PL 
NR - Neutral Red 
PBS - Phosphate buffered saline 
PIF – Photo Irradiation Factor 
%MN  - Porcentagem de micronúcleo in vitro 

PPAR - Proliferadores de peroxissoma tipo gama 
PKA - Proteína quinase A  
UV - Radiação ultravioleta  
UVA - Radiação ultravioleta A  
UVC - Radiação ultravioleta C (UVC). 
RNase A- Ribonuclease A from bovine pancreas 
SFB - Soro fetal bovino  
RPMI-1640 - Roswell Park Memorial Institutemedium 1640 
STATs - Transdutores de sinal e ativadores da transcrição  
TAG - triacilglicerídeos 
ATP-citratoliase - trifosfato-citratoliase 
MTT - Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazólio 
DMBA - 7, 12-dimetilbenzantraceno 
 
 

 

 

 



 
 

Sumário 
1. Introdução ............................................................................................................................................. 16 

2. Objetivos............................................................................................................................................... 23 

2.1. Geral ............................................................................................................................................. 23 

2.2. Específicos ................................................................................................................................... 23 

3. Material e métodos ............................................................................................................................. 24 

3.1. Material ........................................................................................................................................ 24 

3.1.1. Linhagens celulares .............................................................................................................. 16 

3.1.2. Meios de cultivo celular ....................................................................................................... 16 

3.1.3. Corantes ............................................................................................................................... 17 

3.1.4. Reagentes utilizados nos ensaios ......................................................................................... 17 

3.2. Métodos ........................................................................................................................................ 18 

3.2.1. Comparação de corantes de viabilidade celular no ensaio de citotoxicidade ....................... 19 

3.2.2. Teste de citotoxicidade em células Balb/c 3T3 .................................................................... 22 

3.2.3. Teste de fototoxicidade ........................................................................................................ 23 

3.2.4. Teste de diferenciação celular de pré-adipócitos (3T3-L1) em adipócitos na monocamada 25 

3.2.5. Teste piloto de eficácia em monocultura de células 3T3-L1 pelo método de Oil Red O ..... 26 

3.2.6. Teste de citotoxicidade em células de pré-adipócitos (3T3-L1) e endotélio ........................ 27 

3.2.7. Teste de citotoxicidade em co-cultura de células 3T3-L1 e endotélio ................................. 28 

3.2.8 Teste de genotoxicidade .............................................................................................................. 31 

3.2.9 Teste de eficácia em co-cultura 3D de células 3T3-L1 e endotélio pelo método de Oil Red 
O.............. ............................................................................................................................................. 35 

3.2.10 Análise estatística ................................................................................................................ 36 

4 Resultados e Discussão ....................................................................................................................... 37 

4.2 Comparação da viabilidade celular em células Balb/c 3T3 utilizando três corantes vitais 
diferentes .................................................................................................................................................. 38 

4.3 Teste de fototoxicidade em células Balb/c 3T3 ............................................................................ 43 

4.4 Teste de eficácia em monocultura de células 3T3-L1 pelo método de OilRed O ........................ 47 

4.5 Citotoxicidade em monocultura de células endoteliais ................................................................ 48 

4.6 Citotoxicidade em monocultura de células 3T3-L1 ..................................................................... 53 

4.7 Teste de citotoxicidade em co-cultura 3D de células 3T3-L1 e endotélio ................................... 57 

4.8 Teste de genotoxicidade ............................................................................................................... 62 

4.9 Co-cultura tridimensional de células 3T3-L1 e endotélio para o teste de eficácia dos ativos 
utilizando o método de Oil Red O ............................................................................................................ 72 

5 Conclusão ............................................................................................................................................ 78 

6 Referencias .......................................................................................................................................... 79 

 

 



16 
 

1. Introdução 
 

O tecido adiposo é classicamente conhecido por ser responsável pela termoregulação e 

acúmulo de lipídeos na forma de triacilgliceróis para gerar energia ao corpo humano. 

Entretanto, estudos evidenciaram que o tecido adiposo também tem um papel importante em 

diversas funções biológicas, como, secreção de hormônios, regulação de processos 

inflamatórios e sistema imunológico, controle to tônus vascular, entre outros (COELHO; 

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

Disfunções nos processos biológicos do tecido adiposo podem geraro aparecimento de 

patologias e/ou modificações cutâneas, como, obesidade, alterações cutâneas de sustentação 

(perda de elasticidade da pele) e morfologia cutânea proporcionada pela lipodistrofiaginóide 

(celulite), perda de tecido adiposo no processo de envelhecimento cutâneo, entre outros. As 

principais vias metabólicas do tecido adiposo para esse estudo são a lipólise, lipogênese e 

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

A lipólise ocorre a partir da quebra dos TAG em ácidos graxos livres e glicerol pelas 

lipoproteínas lipases (LPL). As proteínas lípases estão localizadas na membrana celular dos 

adipócitos e podem ser ativadas pela noradrenalina, adrenalina, glucagon e 

adrenocorticotrófico, mas também pode ser inativada pela insulina. Entretanto, a ativação ou 

inibição da lipólise depende dos hormônios e do tipo de receptor adrenérgico ( ou ) nos 

adipócitos. O acúmulo de lipídios nos adipócitos ocorre quando a insulina se liga a um 

receptor adrenérgico , enquanto a degradação dos lipídios intracelulares acontece no 

momento que a noradrenalina, adrenalina, glucagon e adrenocorticotrófico se ligam ao 

receptor adernérgico . Quando a via da lipólise é ativada acontecem mudanças na estrutura 

da conformação no receptor acoplado a proteína G estimulando a enzima amplificadora 

adenilato ciclase (AC) a sintetizar adenosina trifosfato (ATP) em adenosina monofosfato 

cíclico (AMPc). Dessa forma, o aumento nos níveis de AMPc estimula a proteína quinase A 

(PKA) a ativar a enzima lípase hormônio-sensível (LHS) por fosforilação. A LHS hidrolisa os 

triglicerídeos em diglicerídeos, monoglicerídeos, ácidos graxos livres e glicerol. Sendo assim, 

o processo lipolítico pode ser inibido pela diminuição dos níveis de AMPc. E por fim, a 

degradação do AMPc na forma não cíclica (5´- AMP) é realizada pela enzima fosfodiesterase 

(CAWTHORN; SETHI, 2008; CONTI, 2000; HERMAN; HERMAN, 2013). 
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A lipogênese é definida pela biossíntese, agregação e estocagem de triacilglicerídeos 

(TAG) na forma de gotas lipídicas intracelulares em células adiposas. Para a biossíntese de 

TAG, as células adiposas precisam da enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase e de ácidos 

graxos livres. A obtenção do glicerol-3-fosfato ocorre a partir da captação de glicose por 

proteínas transportadoras de glicose 1 e 4 (GLUT1 e GLUT 4, respectivamente) sendo um 

processo regulado pela insulina. Os metabólitos obtidos pela via glicolítica são transformados 

em piruvato, que é conduzido para o interior da mitocôndria 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 fração do citrato volta para o interior 

citoplasmático formando novamente acetil-CoA pela ação da adenosina trifosfato-citratoliase 

(ATP-citratoliase), posteriormente o acetil-CoA intracelular se tranforma em 

malonilcoenzima A (malonil-CoA) pelo complexo enzimático acetil-CoAcarboxilase. Por 

fim, o malonil-CoA é introduzido no complexo enzimático de ácidos graxos sintase (FASN) 

para a síntese de ácidos graxos livres gerando o acil-CoA que em conjunto com o glicerol-3-

fosfato são empregados no processo de esterificação, finalizando a biossíntese de TAG 

gerando ácidos graxos livres e transportando para o interior do citoplasma das células 

adiposas. Enquanto, os metabólitos obtidos pela via dos TAG são adquiridos por 

lipopropoteínas de muito baixa densidade (VLDL) e quilomícrons circulantes que pela ação 

da enzima LPL ocorre hidrólise de TAG formando ácidos graxos livres que são 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; PROENÇA et al., 2014). 

A expansão do tecido adiposo resulta no aumento no tamanho (hiperftrofia) e no número 

(hiperplasia) de adipócitos, que podem ser caracterizados como grandes gotículas lipídicas 

que produzem grandes quantidades de citocinas inflamatórias involvidas na inflamação e 

resistência a insulina. A adipogenese de forma resumida é o processo que diferencia os pré-

adipócitos em adipócitos e envolve redes de vários fatores de transdução e transcrição de 

sinais responsáveis pela diferenciação de adipócitos maduros. Na adipogenese, os receptores 

ativados por proliferadores de peroxissoma tipo gama (PPAR) e o CCAAT/enhancer-

bindingprotein (C/EBP) são os principais fatores de transcrição que regulam várias 

proteínas adipogênicas, transdutores de sinal e ativadores da transcrição (STATs) e fator 

Kruppel-like (KLF) para realizar a completa diferenciação de adipócitos (ROSEN et al., 

2002; ROSEN; MACDOUGALD, 2006; SARJEANT; STEPHENS, 2012). 
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O desequilíbrio nos processos de lipólise, lipogênse e adipogênese pode gerar alterações 

cutâneas, como celulite e envelhecimento cutâneo. A celulite gera insatisfação em muitas 

mulheres geralmente após a puberdade devido ao aparecimento de hormônios femininos, 

como o estrógeno que é responsável pelo rompimento das fibras de colágeno ao redor do 

tecido adiposo permitindo a hiperplasia e hipertrofia dos adipócitos. A hiperplasia e 

hipertrofia dos adipócitos comprometem as trocas metabólicas entre o meio intracelular e o 

meio extracelular, dificultando a eliminação de líquidos, minerais, restos metabólicos e 

proteínas do interstício, gerando acúmulo no tecido e afetando negativamente a circulação 

sanguínea, linfática e a permeabilidade das vênulas. Sendo assim, existe a necessidade de 

utilizar ativos em formulações cosméticas que proporcionem a redução da quantidade de 

lipídios intracelulares nos adipócitos (BACELAR; VIEIRA, 2006; KRUPEK, 2013; PAULA; 

DAVID, 2011). 

O processo de envelhecimento cutâneo ocorre a partir de fator intrínseco (cronológico) e 

extrínseco [radiação ultravioleta (UV)] promovendo modificações fenotípicas, estruturais e 

funcionais dos componentes da matriz extracelular, como, colágeno, elastina e proteoglicanas 

que são responsáveis pela força de tensão, elasticidade e hidratação da pele, respectivamente 

(KRUGLIKOV; SCHERER, 2016; MORA HUERTAS et al., 2016). Além de promover 

senescência celular e prejudicar o processo de diferenciação de células mesenquimais no 

tecido adiposo. Essas alterações diminuem o processo de diferenciação de células pré-

adipócitas em adipócitos, consequentemente restringindo a hiperplasia e reduzindo a massa 

subcutânea dos adipócitos, sendo necessária a utilização de ativos que proporcionam o 

aumento da quantidade de lipídios intracelulares em formulações voltadas para a melhora do 

aspecto da pele envelhecida (MANCUSO; BOUCHARD, 2019; TCHKONIA et al., 2010; 

WOLLINA et al., 2017). 

O envelhecimento intrínseco é caracterizado pelo decaimento da proliferação de células na 

camada basal, gerando um afinamento na epiderme, além de promover diminuição na 

superfície de contato entre a derme e a epiderme. A senescência celular é originada pelo 

decaimento da proliferação celular de queratinócitos, fibroblastos e melanócitos, além do 

aumento na expressão do marcador β-galactosidase nos fibroblastose queratinócitos indicando 

que a pele envelhecida tem mais células senescentes. Além disso, o envelhecimento intrínseco 

degenera componentes da matriz extracelular, como, elastina, fibrilina, colágeno e 

oligossacarídeos e perda do tecido adiposo na hipoderme gerando o aparecimento de rugas. 

Os oligossacarídeos quando são degenerados influenciam na perda de água transepidérmica, 
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resultando em uma pele seca, uma característica marcante da pele envelhecida (CONTET-

AUDONNEAU; JEANMAIRE; PAULY, 1999; DIMRI et al., 1995; KOSMADAKI; 

GILCHREST, 2004; LANDAU, 2007). 

O fator primário do envelhecimento extrínseco é a exposição aos raios UV que causa 

danos nos processos fisiológicos da pele. A radiação UV na derme causa reações moleculares 

em cadeia na derme e na epiderme e resulta na superprodução de metaloproteinases de matriz 

(MMPs) que estimulam a produção de colagenase, gelatinase e estromelisina-1em fibroblastos 

e queratinócitos. O desequilíbrio na produção de MMPs gera deterioração do colágeno, da 

elastina e outros componentes da matriz extracelular dérmica causando flacidez e rugas na 

pele. Outro aspecto relevante é que a radiação UV pode causar dano inicial ao ácido 

desoxirribonucléico (DNA), os raios UVB agem primariamente na criação de dímeros de 

pirimidina que eventualmente resultam em erros na mutação da replicação do DNA, enquanto 

a radiação UVA inicia o dano genético a partir da criação de espécies reativas de oxigênio ou 

radicias livres do quais podem causar superprodução de MMPs (BOSSET et al., 2003; 

FLIGIEL et al., 2003; KANG et al., 2003).  

A função de microvasculatura fica comprometidadevido às alterações na arquitetura da 

parede dos vasos que causam redução da capacidade angiogênica consequentemente gera 

superprodução de moléculas de adesão resultando no comprometimento da função 

vasodilatadora (BRAVERMAN; FONFERKO, 1982; MAKRANTONAKI; ZOUBOULIS, 

2007; YAAR; ELLER; GILCHREST, 2002). 

Ativos são utilizados para auxiliar na melhora do aspecto da pele acometida por celulite e 

envelhecida. Sendo assim, ativos comumente utilizados em formulações cosméticas que 

apresentassem características lipolíticas e/ou antiadipogênicas e adipogênicasforam 

selecionados para a padronização 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 é caracterizado 

devido à alta irrigação sanguínea (FRONTINI; GIORDANO; CINTI, 2012; SILHA et al., 

2005; VOLZ, 2018).  

Os ativos selecionados nesse estudo foram Centella asiatica L. (centella asiática), 

Aesculus hippocastanum L. (castanha da índia), 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 (picão preto) (Ecobidens®- Chemyunion, Brasil) e a cafeína 

(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 redução da quantidade de 

lipídios intracelulares. É importante ressaltar que o Slimbuster H e Ecobidens são nomes 

comerciais dos ativos, sendo assim, nesse trabalho serão denominados Blend (Slimbuster H) e 

Ecoblend (Ecobidens). 

Conforme descrito na literatura, o extrato de Centella asiatica apresenta grande 

aplicabilidade em formulações farmacêuticas e cosméticas devido à riqueza de propriedades 

relacionadas ao aumento da síntese de colágeno cutâneo, melhora da microcirculação 

sanguínea e permeabilidade capilar, efeito antiproliferativo em células de câncer, atividade 

antioxidante, antiinflamatória, efeito antiadipogênico relacionado ao aumento de AMPc nos 

adipócitos, entre outras (LAWRENCE, 1967; BONTE et al., 1994; GÜNTHER; WAGNER, 

1996; THOLOM et.al, 2002; HASHIM et.al, 2011; LONG; STANDER; VAN WYK, 2012).  

O extrato de castanha da índia tem propriedades antiinflamatórias, antioxidantes, 

vascularizantes, antiedemas, antitumorais, antivirais e antifúngicas. Também é muito utilizado 

em tratamento de insuficiência venosa crônica, diminuição do estresse oxidativo e efeito anti-

aging, redução dos sintomas de varizes, hemorróida, celulite tônicos capilares e xampus para 

queda capilar devido à melhora na circulação local, entre outras (SRIJAYANTA; RAMAN; 

GOODWIN, 1999; SIRTORI, 2001; KÜÇÜKKURT et al., 2010; CELEP; YILMAZ; 

CORUH, 2012; FELIPE et al., 2013; VAŠKOVÁ et al., 2015). 

O extrato de hamamélis apresenta grande quantidade de compostos fenólicos resultando 

em uma alta capacidade antioxidante. Dados de literatura demonstram a grande aplicabilidade 

desse ativo devido à ação antiinflamatória proporcionada pelas propriedades adstringente e 

antisséptica em desordens cutâneas, como, acne e eczema além de apresentar potencial 

atividade vasoconstritora e anti-aging a partir da inibição da colagenase e elastase, entre 

outras (KORTING et.al, 1993; THRING et.al, 2009; THRING et.al, 2011; 

COLANTONIO&RIVERS, 2016). 

O blend de marapuama, catuaba enriquecido com Pfaffia é um extrato padronizado 

contendo 1,02% (v/v) de flavonóides totais expressos em rutina e a associação das três plantas 

foram realizadas com o intuito de promover atividade antiadipogênica e redução de edemas 

em pele acometida por celulite devido a presença de flavonóides totais e saponinas, além de 
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melhorar a microcirculação periférica cutânea (LONGHINI et al., 2017; ROBLES 

VELASCO et al., 2017). 

O blend de Bidens Pilosa L. apresenta propriedade antiinflamatória, antimalária, 

antitumoral, antioxidativa, antimicrobiana, hepatoprotetora, entre outras (BARTOLOME; 

VILLASEÑOR; YANG, 2013; GEISSBERGER; SÉQUIN, 1991). Tal ativo é comumente 

utilizado em formulações anti-aging atuando em dois mecanismos fundamentais relacionado 

ao envelhecimento cutâneo: a síntese de colágeno que envolve a transformação da via de 

sinalização do fator de crescimento transformador beta (TGF-β) resultando no aumento de 

firmeza, regeneração da espessura do tecido dérmico, estabilização da junção dermo-

epidérmica e no aumento de lipídios intracelulares nos adipócitos a fim de promover um 

efeito de preenchimento auxiliando na perda de sustentação que ocorre na pele envelhecida 

(WENZEL et al, 2017; DIEAMANT et al., 2015; GOVINDEN; BHOOLA, 2003; IGNOTZ; 

MASSAGUE, 1986; RAGHOW et al., 1987). 

A cafeína apresenta propriedades antioxidantes, melhora o crescimento dos cabelos e 

quando associada a formulações fotoprotetores aumento o espectro de proteção à radiação 

ultravioleta (UV) (FISCHER; HIPLER; ELSNER, 2007; LADEMANN et al., 2010). A 

cafeína é muito utilizada em formulações cosméticas voltadas para a melhora do aspecto da 

pele com celulite porque esse ativo pode afetar a sinalização de diferentes vias celulares 

(DIEPVENS; WESTERTERP; WESTERTERP-PLANTENGA, 2007). Neste contexto a 

cafeína pode afetar a secreção de catecolaminas que ativa os receptores β adrenérgicos 

aumentando a concentração de AMPc nas células resultando na ativação de lípase hormônio 

sensível no processo da lipólise (PALUSKA, 2003; PANCHAL et al., 2012). Esse ativo 

também pode bloquear os receptores  adrenérgicos prevenindo o acúmulo de lipídios 

intracelulares dos adipócitos e acelerar o processo da lipólise. Outra via pode ser ativada pela 

cafeína a partir da inibição da atividade de fosfodiesterase, elevando os níveis de AMPc nos 

adipócitos e estimulando a lipólise (VOGELGESANG et al., 2011). Assim a cafeína ativa a 

lípase hormônio sensível o que leva a degradação dos triglicerídeos intracelulares presentes 

nos adipócitos e auxilia na redução da celulite. Cabe ressaltar que a cafeína também estimula 

a drenagem do sistema linfático no tecido adiposo, a partir da remoção de lipídios, toxinas e 

substratos desnecessários gerados pelo processo da lipólise, auxiliando na melhora da 

microcirculação periférica (HERMAN; HERMAN, 2013). 
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Apesar da ampla utilização desses ativos em formulações cosméticas, dados de literatura 

utilizando modelos de avaliação in vitro de segurança ainda são escassos, um fato que deve 

ser revisto, devido à implementação (2013) da [7th 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 comercialização em toda união 

européiade produtos cosméticos que foram testados em animais. Nesse contexto, outros 39 

países 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 vêm evoluindo cada vez mais, modelos de cultura 

celular dimensional (2D) que eram amplamente utilizados e efetivos antigamente, não 

reproduzem a complexidade dos tecidos celulares, comoo tecido adiposo (JAGANATHAN et 

al., 2015; SOUZA et al., 2010). Nesse contexto, foi realizada a padronização do modelo de 

co-cultura 3D com ativos naturais e sintéticos que já tem comprovação da atividade lipolítica 

e/ou antiadipogênicas e adipogênicas com o intuito de disponibilizar um novo modelo para a 

avaliação in vitro de segurança e comprovação de eficácia 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 eficácia da Centella asiatica, castanha da índia, 

hamamélis, cafeína, Blend e Ecoblend pelo método de Oil Red O a fim de verificar a redução 

ou acúmulo de lipídios intracelulares, ativos comumente utilizados em formulações 

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

2.2. Específicos 
 
 Comparação de técnicas de viabilidade celular por três corantes vitais diferentes 

(Neutral Red, MTT e PrestoblueTM) utilizando a linhagem celular Balb/c 3T3 clone 

A31; 

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

 Avaliação in vitro de fototoxicidade utilizando a linhagem celular Balb/c 3T3 clone 

A31; 

 Avaliação in vitro de genotoxicidade em células CHO-K1; 

 Avaliação de eficácia 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 índia e hamamélis foram doadas pela empresa 

Mapric® (São Paulo, São Paulo, Brasil). Os produtos comerciais Blend e o Ecoblend foram 

doados pela empresa Chemyunion® (Sorocaba, São Paulo, Brasil). A cafeína sintética (Coffea 

arabica L.) foi doada pela empresa Embrafarma® (São Paulo, São Paulo, Brasil). As 

descrições químicas de cada ativo estão presentes na Tabela 1. 
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Tabela 1 - Descrição da composição química dos extratos utilizados no estudo 

Extrato Composição química 

Centella asiatica (L.) Urb 

Principais constituintes químicos: ácido asiático, ácido madecássico, ácido madasiático, asiaticosídeo e madecassoside. 

Também apresenta flavonóides, como, quercetina e miercitina e ácidos fenólicos, por exemplo, ácido clorogênico em sua 

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

Castanha da índia 

Classe predominante: saponinas triterpênicas. O principal constituinte químico: aescina (escina). Também apresenta 

flavonóides e taninos, como, quercetina, derivados de kaempferol, proantocianidinas, esteróis e ácidos graxos (ácido linolênico, 

palmítico e esteárico) em sua composição (FELIPE et al., 2013; SRIJAYANTA; RAMAN; GOODWIN, 1999). 

Hamamélis 

Classe predominante: taninos se dividindo em taninos gálicos, condensados e hidrolisados. Também apresenta constituintes 

fenólicos (ácido gálico e cafeico), flavonóides, como, quercitina e kaempferol, ácidos hidroxicinâmico, saponina ácida, colina e 

óleo essencial em sua composição (DUCKSTEIN; STINTZING, 2011; TOURIÑO et al., 2008) 

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

Pfaffiapaniculata) 

Ptychopetalum olacoides Bentham e Trichilia catigua Juss  Classes predominantes: flavonóides e saponinas. Também 

apresenta constituintesalcalóides, taninos, óleos aromáticos, terpenos, esteróides, resinas gordurosas, ácido beênico e lupeol em 

sua composição (BABY et al., 2007; DREWES; GEORGE; KHAN, 2003; ROLIM et al., 2006). 

Pfaffia paniculata Classes predominantes: fitoesteróis (principalmente -ecdisona), ácido pfaffic (nortriterpenohexacíclico) e 

glicosídeos (pfaffosides A – F [saponinas]). Também apresenta alantoína, estigmasterol e sistosterol em sua composição (LI; 

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

Ecoblend (Bidens pilosa L.) 

Principais constituintes químicos: flavonóides e poliacetilenos. Também apresentam fenilpropanóides, polifenóis, triterpenos, 

saponinas e alcalóides em sua composição (BARTOLOME; VILLASEÑOR; YANG, 2013; LIMA SILVA et al., 2011; SINGH 

et al., 2017). 
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 Os extratos doados pela empresa Mapric® vêm solubilizados no solvente (água, 

propilenoglicol, etanol, metilcloroisotiazolinona e metilparabeno), o Blend é solubilizado em 

(água e butilenoglicol) e o Ecoblend em (água e glicerina), as proporções estão descritas na 

Tabela 2. 

 

Tabela 2 - Descrição da proporção dos solventes dos extratos doados pela empresa Mapric® e 
Chemyunion® 

Solventes Proporção  

Mapric® (água, propilenoglicol, etanol, metilcloroisotiazolinona e 
metilparabeno) 

74,9:25:10:0,1:1, respectivamente 

Ecoblend (água e glicerina) 85:10, respectivamente 

Blend (água e butilenoglicol) 32:24, respectivamente 

 

Cabe ressaltar que, os ensaios de segurança e eficácia também foram realizados apenas 

com os solventes dos extratos para garantir a não interferência na viabilidade celular e na 

redução ou aumento do acúmulo de lipídios intracelular nas células. 

 

3.1.1. Linhagens celulares 
 

As linhagens celulares usadas nos ensaio de citotoxicidade foram: Balb/c 3T3 clone 

A31 (ATCC®, CCL-163TM); 3T3-L1 (ATCC®, CCL-173TM), e endotélio vascular obtido a 

partir de explantes de veia cava inferior de ratos Wistar (linhagem estabelecida no laboratório 

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-61TM) e para o 

modelo de co-cultura 3D os ensaios de citotoxicidade e teste de acúmulo ou redução de 

lipídios 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®, número de catálogo 12800017), suplementado com 10% (v/v) de 

soro fetal bovino (SFB) (Vitrocell®, número de catálago VS0011), 1% (v/v) da solução de 

antibiótico e antimicótico (10.000 UI.mL-1 de penicilina, 10 mg.mL-1 de estreptomicina e 1 
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mg.mL-1 de anfotericina B) (Gibco®, número de catálago 15140-122) e 2 mM de L-Gutamina 

(Gibco®, número de catálago 2503149). 

As células CHO-K1 foram cultivadas em RPMI-1640 (Gibco®, número de catálago 

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®, número de catálago 16010159) e 1% da solução 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 solução de penicilina e estreptomicina. 

3.1.3. Corantes 
 

Os corantes utilizados nos ensaios de viabilidade celular foram Neutral Red (NR, 

Sigma-Aldrich®, número CAS553-24-2), brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-

2H-tetrazólio (MTT, Sigma-Aldrich®, número CAS 298-93-1), Prestoblue(Invitrogen™, 

número de catálago A13261), Oil Red O (Sigma-Aldrich®, número CAS 1320-06-5). 

3.1.4. Reagentes utilizados nos ensaios 
 

Ácido acético glacial (Labsynth®, número CAS 64-19-7), álcool isopropílico 

(Labsynth®, número CAS 67-63-0). Ethidium monoazide (EMA, Invitrogen™, número de 

catálago E1374), Green Nucleic Acid Stain - 5 mM Solution in DMSO (SYTOX™, 

Invitrogen™, número de catálogo S7020), Ribonuclease A from bovine pancreas (RNA, 

Sigma-Aldrich®, número CAS 9001-99-4), Cloreto de sódio (NaCl, Labsynth®, número CAS 

7647-14-5), Citrato de sódio dihidratado(Labsynth®, número CAS 6132-04-3), Triton X – 100 

(Sigma-Aldrich®, número CAS 9002-93-1), Sacarose (Labsynth®, número CAS 57-50-1), 

Ácido Cítrico (Labsynth®, número CAS 77-92-9), Mitomicina C (MTMC, Sigma-Aldrich®, 

número CAS 50-07-7), Benzo[]pireno (BENZ, Sigma-Aldrich®, número CAS 50-32-8), 

Fosfato de dinucleótidode nicotinamida e adenina (NADP, Inlab, , número CAS 698999-85-

8), D-glicose-6-fosfato monossódico (Glicose 6P, Sigma-Aldrich®, número CAS 54010-71-8), 

Cloreto de potássio (KCl, Labsynth®, número CAS 7447-40-7), Cloreto de Magnésio (MgCl2, 

Sigma-Aldrich®, número CAS 7786-30-3), Aroclor 1254 (S9, Sigma-Aldrich®, número de 

catálago S2067), Nano Shuttle-PL (NS, n3D Biosciences, número de catálogo 657841). 
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3.2. Métodos 
 
 Os ensaios foram realizados em condições assépticas segundo o OECD Principles on 

Good Laboratory Practice (OECD, 1998). A incubação das células ocorreu a 37°C em 

atmosfera de 97% de umidade relativa e 5% de CO2, até atingirem a subconfluênciade 

aproximadamente 80% na placa de cultura celular (75 a 150 cm2, Corning®). O descolamente 

das células aderentes foi realizado pelo método enzimático da seguinte forma: o meio de 

cultura foi removido, as células foram lavadas uma vez com Phosphate buffered saline (PBS, 

Gibco®, número de catálago 10010031) e 5 mL da solução de tripsina – Ethylene Diamine 

Tetracetic Acid (EDTA) (0,25%), vermelho de fenol (Gibco®, número de catálogo 25200-

056) foram adicionada nas células por 5 minutos. Após 5 minutos, 5 mL de meio de cultura 

suplementado com 10% de SFB foram adicionados para bloquear a ação da tripsina, em 

seguida a suspensão de células foi transferida para um tubo cônico e centrifugada a 1500 rpm 

por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi aspirado, as células foram ressuspendidas no 

meio de cultura e 10 µL da suspensão de células foram adicionados no hemocitômetro 

(Camara de Neubauer, Kasvi®) para a contagem celular. Por fim, foi realizada a amplificação 

e/ou plaqueamento das células. 

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

 



 

3.2.1. Comparação de 
 
 A utilização do corante 

preconizada no guia da OECD

Entretanto, no teste de citotoxicidade

ensaios com os corantes vitais

corante para os ativos do estudo

detectadotanto por colorimetria quanto por fluorimetria, entretanto em nosso estudo 

utilizadas as leituras de fluorescência. Sendo assim, as

fluorescência de cada corante utilizado

1
• Comparação de

2
• Teste de citotoxicidade

3
• Teste de fototoxicidade

4
• Teste de diferenciação

monocamada

5
• Teste piloto de eficácia

Red O

6
• Teste de citotoxicidade

7
• Teste de citotoxicidade

8
• Teste de genotoxicidade

9
• Teste de eficácia

de Oil Red O

10
• Análise estatística

Comparação de corantes de viabilidade celular no ensaio de citotoxicidade

A utilização do corante NR nos testes de citotoxicidade e fototoxicidade está 

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

citotoxicidade, além da solução de NR, também foram realizados 

vitais MTT e resarzurina (Prestoblue) com intuito escolher o melhor 

corante para os ativos do estudo. Cabe ressaltar que, o corante 

detectadotanto por colorimetria quanto por fluorimetria, entretanto em nosso estudo 

as leituras de fluorescência. Sendo assim, as leituras 

de cada corante utilizado. 

corantes de viabilidade celular no ensaio de citotoxicidade

citotoxicidade em células Balb/c 3T3

fototoxicidade em células Balb/c 3T3

diferenciação de pré-adipócitos (3T3-L1) em

eficácia em monocultura de células 3T3-L1 pelo

citotoxicidade em células de pré-adipócitos (3T3-L1

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

genotoxicidade

eficácia em co-cultura 3D de células 3T3-L1 e endotélio

estatística dos resultados

19 

 

no ensaio de citotoxicidade 

nos testes de citotoxicidade e fototoxicidade está 

(2019), respectivamente. 

além da solução de NR, também foram realizados 

com intuito escolher o melhor 

o corante Prestoblue pode ser 

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

 de absorbância e/ou 

citotoxicidade

em adipócitos na

pelo método de Oil

1) e endotélio

e endotélio

endotélio pelo método



20 
 

Inicialmente, o ensaio de citotoxicidade foi realizado com algumas adaptações das 

metodologias disponibilizadas pelos guias da OECD. O controle positivo [dimetilsulfóxido 

(DMSO)] e os extratos de Centella asiatica, castanha da índia e hamamélis foram preparados 

em 8 concentrações diferentes, empregando o fator diluição 1:2 em meio DMEM 

suplementado com 10% de SFB, resultando em valores de concentração de 1,56 a 20%. Cabe 

ressaltar que, apesar dos ativos serem utilizados até no máximo 10% em formulações 

cosméticas, as concentrações de 1,56% a 20% foram selecionadas com a finalidade das 

menores concentrações serem próximas ao que seria utilizado em uma formulação final. 

As células de linhagem Balb/c 3T3 foram semeadas na quantidade de 

aproximadamente 20 mil células por poço em microplacas de 96 poços (0,28 cm² de área de 

cada poço) e foram incubadas a 37 °C em atmosfera úmida e 5 % de CO2 por 24 horas para 

adesão celular, no total de 15 microplacas, conforme descrito na Tabela 3. Após 24 horas, o 

meio de cultura foi retirado, 100 µL de cada uma das 8 concentrações de DMSO foi 

adicionada em sextuplicata na microplaca e incubadas por 48 horas. 

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

Ativos e controle + Corantes vitais Quantidade total de microplacas 

DMSO NR MTT Prestoblue  
 
5 amostras x 3 corantes = 15 

Centella asiatica NR MTT Prestoblue 

Castanha da índia  NR MTT Prestoblue 

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-tetrazólio); DMSO 

(dimetilsulfóxido).  

 

Na coloração de NR, o meio de cultura foi retirado e os poços foram lavados com a 

PBS (pH 7,4), aspirados e foram adicionados 100 µL da solução de NR (50 µg/mL) em 

DMEM e as células incubadas a 37 °C em atmosfera úmida e 5 % de CO2por 3 horas. Após 3 

horas, a solução de NR foi removida, os poços foram lavados com a solução de PBS e 

aspirados. Em seguida, foram adicionados 150 µL da solução desorb composta por: 49% (v/v) 

de água ultrapurificada, 50% (v/v) de etanol e 1% (v/v) de ácido acético glacial, a solução 

desorb é utilizada para a dessorção dos cristais de NR presente no lisossoma das células 

viáveis. Posteriormente, ao abrigo da luz amicroplaca ficou sob agitação durante 15 minutos 

até total extraçãodo NR das células.  
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Na coloração por MTT, o meio de cultura foi retirado e os poços foram lavados com a 

solução de PBS, aspirados e foram adicionados 100 µL da solução de MTT (0,5 mg/mL) em 

DMEM e as células foram incubadas a 37 °C em atmosfera úmida e 5 % de CO2 por 2 horas. 

Após 2 horas, a solução de MTT foi removida, os poços foram lavados com a solução de PBS 

e aspirados. Em seguida, foram adicionados 100 µL de álcool isopropílico gelado (5ºC) para 

dissolução dos cristais de formazan. Posteriormente, ao abrigo da luz a microplaca ficou sob 

agitação durante 15 minutos até completa dissolução dos cristais. 

Na coloração por Prestoblue, 10 µL da solução de Prestoblue (10x) foi adicionada no 

meio de cultura presente na microplaca e as células foram incubadas a 37 °C em atmosfera 

úmida e 5 % de CO2 por 2 horas. Cabe ressaltar que, a solução de Prestoblue vêm 10x 

concentrada e é diluída dez vezes antes do uso. 

A leitura de absorbância das microplacas após coloração 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 

fluorescência foi realizada no mesmo leitor na excitação de 535 nm e emissão de 615 nm para 

a microplaca corada com Prestoblue (Figura1). 

 

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

1: 

Equação 1 - Fórmula do cálculo da viabilidade celular 

 

𝑽𝒊𝒂𝒃𝒊𝒍𝒊𝒅𝒂𝒅𝒆𝒄𝒆𝒍𝒖𝒍𝒂𝒓(%) =  
𝒄𝒕

𝒄𝒄
𝒙 𝟏𝟎𝟎 

 

O CT é a absorbância das células tratadas é CC absorbância do controle de células. As 

análises estatísticaseo cálculo das concentrações inibitórias de 50% (IC50) da população 

celular foram realizados no programa GraphPad Prism versão 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, cafeína, solventes Ecoblend e Blend 

foram realizados em células Balb/c 3T3 e os ativos foram testados em 8 concentrações 

diferentes, empregando o fator de diluição 1:2 em meio DMEM suplementado com 10% de 

SFB, conforme descrito na Tabela 4. 

 

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

Ativos Concentraçãoinicial (%) Concentraçãofinal (%) 

Ecoblend 0,078 10 

Blend 0,024 3,13 

Solvente Ecoblend 0,078 10 

Solvente Blend 0,024 3,13 

Cafeína 0,0234 3 

 

As células de linhagem Balb/c 3T3 foram semeadas na quantidade de 

aproximadamente 20 mil células por poço em microplacas de 96 poços (0,28 cm² de área de 

cada poço) e foram incubadas a 37 °C em atmosfera úmida e 5 % de CO2 por 24 horas para 

adesão celular, no total de 3 microplacas. Após 24 horas, o meio de cultura foi retirado, 100 

µL de cada uma das 8 concentrações do Blend, Ecoblend, cafeína e solventes dos produtos 

Blend e Ecoblend foram adicionados em sextuplicata na microplaca e incubadas por 48 

horas.Devido à fácil manipulação e pouca interferência em ativos que apresentam coloração 

próxima ao vermelho, o corante Prestoblue foi selecionado para a realização desses ensaios 
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de citotoxicidade. Após 48 horas, 10 µL da solução de Prestoblue (10x) foram adicionados no 

meio de cultura presente na microplaca e as células foram incubadas a 37 °C em atmosfera 

úmida e 5 % de CO2 por 2 horas. Por fim, a leitura de fluorescência foi realizada pelo leitor de 

ELISA na excitação de 535 nm e emissão de 615 nm. 

A viabilidade celular foi calculada utilizando a Equação 1 descrita na Página 22. As 

análises estatísticas e o cálculo das IC50 da população celular foram realizados no programa 

GraphPad Prism versão 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 adaptações 

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 poço em microplacas de 96 poços (0,28 cm² de área de cada poço) e foram incubadas a 37 

°C em atmosfera úmida e 5 % de CO2 por 24 horas para adesão celular. As amostras foram 

diluídas em 8 concentrações diferentes em PBS enriquecido com 0,1% cálcio (p/v) e 0,13% 

magnésio (p/v), utilizando ofator de diluição 1:47 e ao abrigo da luz, a fim de prevenir a 

fotoativação ou fotodegradação dos ativos. As concentrações iniciais e finais utilizadas estão 

na Tabela 5 (OECD 432, 2019). 

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

Ativos Concentração inicial (%) Concentração final (%) 
Extrato de Centella asiatica L. 0,168 2,5 

Extrato de castanha da índia 0,084 1,25 
Extrato de hamamélis 0,084 1,25 

Cafeína 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. Após 24 horas de incubação, o meio de 

cultura foi retirado, 100 µL de cada concentração dos ativos foram adicionados em 

sextuplicata nas microplacas e incubadas por 1hora a 37 °C em atmosfera úmida e 5 % de 

CO2. Posteriormente, na câmara de fototoxicidade, uma das placas foi exposta à maior dose 

de radiação ultravioleta A (UVA+) não citotóxica (5 J/cm2) determinada pelo guia da 
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OECD/TG 432, enquanto a outra placa foi mantida no escuro (UVA-) pelo período de 

aproximadamente 1 hora à temperatura ambiente (Figura 2).  

 
Figura 2 - Fotografia da parte interna da câmara de fototoxicidade com as células aderidas nas 
microplacas expostas ou não a irradiação UVA+ 
 

Após o período de exposição, os ativos das microplacas expostas e não expostas à 

irradiação foram removidos e lavadas com PBS enriquecido com cálcio de magnésio. Após a 

lavagem, o PBS enriquecido foi aspirado e foram adicionados 100 µL de meio de cultura 

DMEM enriquecido com 10% de SFB e as microplacas foram incubadas a 37 °C em 

atmosfera úmida e 5 % de CO2 por 24 horas. Por fim, as placas foram coradas com NR 

conforme descrito no item 3.2.1 e as leituras de absorbância no comprimento de onde de 540 

nm foram realizosno leitor de microplaca. As curvas de viabilidade celular foram obtidas pelo 

programa GraphPad Prism versão 7 e as análisesdos resultados foram feitas no programa 

PHOTOTOX®, que calculou o Photo Irradiation Factor (PIF) conforme descrito na Equação 

2: 
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Equação 2 - Fórmula para o cálculo da fototoxicidade 

 

𝑃𝐼𝐹 =  
𝐼𝐶ହ଴ (−𝐼𝑟𝑟)

𝐼𝐶ହ଴ (+𝐼𝑅𝑅)
 

 

 Sendo IC50 (-Irr) a dose que representa 50% de morte celular da microplaca não 

irradiada e IC50 (+IRR) a dose que representa 50% da microplaca irradiada. Dessa forma, a 

partir do cálculo de PIF é possível categorizar os ativos como não fototóxico (PIF <2); 

provavelmente fototóxica (2 < PIF < 5); e fofotóxica (PIF > 5) (OECD, 2019; SPIELMANN 

et al., 1998).  

3.2.4. Teste de diferenciação celular de pré-adipócitos (3T3-L1) em adipócitos na 
monocamada 

 
As células 3T3-L1 foram semeadas na quantidade de aproximadamente 50 mil células 

por poço emplacas de 6poços (8,87 cm² de área de cada poço) e foram incubadasa 37 °C em 

atmosfera úmida e 5 % de CO2 até atingir 70% de confluência, trocando meio de cultura 

DMEM suplementado com 10% de FCS a cada 2 ou 3 dias. Após atingir 70% de confluência, 

o meio de cultura foi removido e as células foram induzidas à diferenciação adipogênica com 

meio de cultura de diferenciação celular composto por 0,5 Mm isobutilmetilxantina, 1 µM 

dexametasona e 1,7 µM de insulina em DMEM suplementado com 10% FCS e a placa foi 

incubada a 37 °C em atmosfera úmida e 5 % de CO2 por 72 horas (dia 0). Após 72 horas, o 

meio de indução de diferenciação celular foi removido e foi adicionado meio de cultura 

suplementado com 1,7 µM de insulina junto com a cafeína na concentração de 1,5 mg/mL 

(dia 3) e a placa foi incubada a 37 °C em atmosfera úmida e 5 % de CO2por 72 horas. Após 

72 horas, o meio foi removido e adicionado meio de cultura suplementado com 1,7 µM de 

insulina junto com a cafeína na concentração de 1,5 mg/mL e a placa foi incubada a 37 °C em 

atmosfera úmida e 5 % de CO2 por 48 horas (dia 6). Após 48 horas, a diferenciação das 

células está 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 eficácia em monocultura de células 3T3-L1 pelo método de 

Oil Red O 
 

Após os oito dias de realização das etapas no procedimento de diferenciação e 

tratamento das células com as amostras, foi feito o seguinte procedimento: o sobrenadante das 

placas foi removido, os poços foram lavados com PBS e aspirados, em seguida as células 

foram fixadas comsolução de formaldeído (10%) diluída em PBS e incubadas a temperatura 

ambiente por 15 minutos. Após 15 minutos, a solução foi removida, os poços foram lavados 

duas vezes com PBS e aspirados. O preparo da solução de Oil Red O foi realizado conforme 

descrito na Tabela 5. 

 

Tabela 6 - Descrição do preparo das soluções de Oil Red O 

Preparo de solução mãe de 
Oil Red O 

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

0,5g do regente Oil Red O em 
100 mL de álcool isopropílico 

Pegar 18 mL da solução mãe de Oil Red O, adicionar 12 mL de PBS e filtrar 
utilizando filtro PES de 0,45 µm (Jet-Biofil) 

A solução 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 solução de Oil Red O foi removida 

e as células foram lavadas duas vezes com água ultrapurificada, os poços foram aspirados e 

foi aguardada a completa evaporação da água. As fotos foram adquiridas pelo Microscopio 

Invertido Primovert + Axiocam 105 (Carl Zeiss) e estão representadas na Figura 3. 

Posteriormente, foram adicionados 1000 µL de álcool isopropílico para a extração do Oil Red 

Oe as placas ficaram sob agitação durante 15 minutos. Por fim, as células foram removidas da 

placa e transferidas para uma microplaca de 96 poços e as leituras de absorbância foram 

realizadas no leitor de microplaca no comprimento de onda de 500 nm.  
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Figura 3 - Fotomicrografia obtida a partir da observação das placas de 6 poços ao microscópio óptico 
(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 cafeína. 

 

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

As células 3T3-L1 e endoteliais foram semeadas na quantidade de aproximadamente 

20 mil células por poço em microplacas de 96 poços (0,28 cm² de área de cada poço) 

separadamente e foram incubadas a 37 °C em atmosfera úmida e 5 % de CO2 por 24 horas 

para adesão celular. Nessa etapa do teste, apenas as concentrações que apresentaram 

viabilidade ≥ 80% na avaliação in vitro de citotoxicidade na linhagem Balb/c 3T3 foram 

selecionadas. Sendo assim, foram realizados 3 ensaios independentes, os ativos foram 

preparados em 3 concentrações diferentes com exceção dos solventes que foram testados 

apenas em uma concentração, foi empregado o fator de diluição 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 concentrações dos ativos estão detalhados na 

Tabela 7.  

 

INDIF DIF

CAFEÍNA

A B

C
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Tabela 7 - Descrição das concentrações dos ativos no teste de citotoxicidade em células 3T3-L1 e endotélio 

Ativos Concentração 1 (%) Concentração 2 (%) Concentração 3 (%) 

Extrato de Centella asiatica 0,625 1,25 2,5 

Extrato de castanha da índia 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 

Cafeína 0,375 0,75 1,5 

Dimetilsulfóxido (DMSO) 5 10 20 

 

Após 48 horas, o meio de cultura foi retirado, 100 µL de cada concentração das 

amostras foram adicionadas em sextuplicata na microplaca e incubadas por 48 horas. Após 48 

horas, 10 µL da solução de Prestoblue (10x) foram adicionados ao meio de cultura presente 

na microplaca e as células foram incubadas a 37 °C em atmosfera úmida e 5 % de CO2 por 2 

horas. Por fim, a leitura de fluorescência foi realizada pelo leitor de ELISA na excitação de 

535 nm e emissão de 615 nm. 

A viabilidade celular foi calculada utilizando a Equação 1 (ver página 22). As análises 

estatísticas e o cálculo das IC50 da população celular foram realizados no programa GraphPad 

Prism versão 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 levitação foi realizada com algumas adaptações conforme descrito 

por SOUZA et.al (2010) e DAQUINAG et.al (2012). O kit Bio-AssemblerTM (Nanoshuttle 

(NS) e microplacas de 96 poços com um drive magnético) foi utilizado durante esse 

procedimento. Após o cultivo das células 3T3-L1 e endoteliais separadamente, as células 

foram tripsinizadas, contadas e adicionadas em um tubo cônico na proporção de 

aproximadamente 95% (45 mil) de células 3T3-L1 e 5% (5 mil) de células de veia cava por 

poço. Em seguida, as células foram magnetizadas com a proporção de 1 µL da solução de NS 

para aproximadamente 10 mil células, as células foram centrifugadas a 150 força centrífuga 

relativa (RCF) por 5 minutos. O pellet celular foi formado e ressuspendido no próprio meio de 

cultura presente no tubo cônico e o mesmo processo de centrifugação foi realizado por mais 

duas vezes. Após a última centrifugação, o sobrenadante foi aspirado e o pellet foi 

ressuspendido em 150 µL por poço para o plaqueamento, o drive magnético (ímãs) foi 
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posicionado embaixo da microplaca de 96 poços (que apresenta um tratamento especial para 

quenão ocorra adesão 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 
poços; B: Foto de 96 ímãs utilizados para acoplar na microplaca de 96 poços. C: Foto da forma como acopla o 
ímã na microplaca de 96 poços; D: Foto do sistema total  microplaca de 96 poços e ímã acoplados para a 
formação da co-cultura3D. 

 

As placa de 96 poços foram posicionadas na incubadora com o drive magnético 

embaixo a 37 °C em atmosfera úmida e 5 % de CO2 por 24 horas para a formação do 

esferoide. Após 24 horas, o drive magnético foi removido e os esferoides ficaram 

remodelando na incubadora a 37 °C em atmosfera úmida e 5 % de CO2 por 24 horas. A 

conformação do esferóide está mostrada na Figura 5. 

 
Figura 5–Fotomicrografia obtida a partir da observação da co-cultura3D das células 3T3-L1 e veia cava 
em um poço da microplaca de 96 poços ao microscópio óptico (Carl Zeiss) no aumento de 10x da objetiva. 
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Dois dias após a formação da co-cultura 3D de células 3T3-L1 e endoteliais, as células 

foram induzidas a diferenciação celular com meio de cultura contendo 0,5 Mm 

isobutilmetilxantina, 1 µM dexametasona e 1,7 µM de insulina em DMEM suplementado com 

10% SFB por 72 horas. Após 72 horas, o meio de indução a diferenciação foi substituído por 

DMEM suplementado com 10% de SFB contendo 1,7 µM de insulina e a microplaca foi 

incubada a 37 °C em atmosfera úmida e 5 % de CO2 por 72 horas (dia 3). Após 72 horas, o 

meio foi removido e foi adicionado meio de cultura suplementado com 1,7 µM de insulina e a 

microplaca foi incubada a 37 °C em atmosfera úmida e 5 % de CO2 por 48 horas (dia 6). No 

sexto dia, os ativos do estudo foram adicionados na co-cultura 3D em duas concentrações 

diferentes utilizando o fator de diluição 1:2 e a microplaca foi incubada a 37 °C em atmosfera 

úmida e 5 % de CO2 por 48 horas (dia 8), as concentrações dos ativos estão detalhadas na 

Tabela 8.  

 

 

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

Ativos Concentração 1 e 2, respectivamente 
Extrato de Centella asiatica 2,5 5 

Extrato de castanha da índia 2,5 5 

Extrato de hamamélis 2,5 5 

Ecoblend 2,5 5 

Blend 0,012 0,024 

Cafeína 0,375 0,75 

Solvente Ecoblend 2,5 5 

Solvente Blend 0,012 0,024 

Solvente Mapric 2,5 5 

 

Após 48 horas, 10 µL da solução de Prestoblue (10x) foram adicionados no meio de 

cultura presente na microplaca e as células foram incubadas a 37 °C em atmosfera úmida e 5 

% de CO2 por 2 horas. Por fim, a leitura de fluorescência foi realizada pelo leitor de ELISA na 

excitação de 535 nm e emissão de 615 nm. 
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A viabilidade celular foi calculada utilizando a Equação 1 (ver página 22). As análises 

estatísticas e o cálculo das IC50 da população celular foram realizados no programa GraphPad 

Prism versão 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 modificações referentes à contagem de micronúcleo que foi 

realizada pela técnica de citometria de fluxo. As três concentrações dos ativos foram obtidas a 

partir do valor de IC10 (ou seja, concentração que inibe 10% do crescimento das células) 

determinado pelo teste de citotoxicidade (RODAS et al., 2008; OECD 487, 2016). 

Primeiramente, as células CHO-K1 foram semeadas na quantidade de aproximadamente 20 

mil células na placa de 6 poços (9,6 cm2 de área de cada poço) e foram incubadas a 37 °C em 

atmosfera úmida e 5 % de CO2 por 24 horas para adesão celular. Após 24 horas, as placas 

foram observadas em microscópio óptico invertido (Carl Zeiss) para o acompanhamento do 

crescimento celular. No dia seguinte, o meio de cultura foi removido, os controles MMTC 

(0,5µg/mL), NaCl (15 µg/mL), BENZ (3 µg/mL), os ativos e os solventes foram diluídos em 

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

Tabela 9 - Descrição da concentração dos ativos utilizados no ensaio de genotoxicidade em células CHO-
K1 

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

Extrato de Centella asiatica 0,00225 0,0045 0,009 

Extrato de castanha da índia 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 

Cafeína 0,000185 0,000375 0,00075 

Solventes Ecoblend; Blend; Mapric, respectivamente 0,025 0,000215 0,156 

 

Cabe ressaltar quecada substância foi adicionada em duplicata na placa de 6 poços 

porque uma placa teve adição da solução S9 mix e a outra não e foram incubadasa 37 °C em 

atmosfera úmida e 5 % de CO2 por 4 horas, a composição da solução S9 mix está descrita na 

Tabela 10. A solução S9 mix foi preparada de acordo com ESTEVES-PEDRO e 

colaboradores (2011). 



 

Tabela 10 - Descrição da composição química da Solução S9 mix utilizada no ensaio de 
genotoxicidade 

Água destilada autoclavada
Tampão fosfato 

Solução de sais: KCl 1,56 M e 

 

Após 4 horas, as placas foram lavadas com solução tampão fosfato, por fim foi 

adicionado RPMI-1640 suplementado em SFB e antibiótico nos poços e as placas foram 

incubadas a 37 °C em atmosfera úmida e 5 % de CO

Figura 6. 

Figura 6 - Esquema representativo do ensaio de genotoxicidade após 48 horas de incubação das células 

CHO-K1(OECD 487, 2010)

(benzo[]pireno), MTMC (mitomicina C); SFB (soro fetal 

Após 20 horas de incubação, o descolamente das células foi realizado pela ação de 

tripsina e a suspensão de células foi coletada e adicionada em microtubos de 2 mL, os quais 

foram centrifugados a 1500 rpm por cinco minutos. Em seguida, o sobrenada

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, 

Descrição da composição química da Solução S9 mix utilizada no ensaio de 

Solução S9 mix 
Água destilada autoclavada 

Tampão fosfato - 0,2 M, pH 7,4 
NADP - 0,1M 

Glicose 6P - 1 M 
Solução de sais: KCl 1,56 M e MgCl20,4 M 

S9 

as placas foram lavadas com solução tampão fosfato, por fim foi 

1640 suplementado em SFB e antibiótico nos poços e as placas foram 

a 37 °C em atmosfera úmida e 5 % de CO2por 20 horas, conforme ilustrado na 

Esquema representativo do ensaio de genotoxicidade após 48 horas de incubação das células 

K1(OECD 487, 2010).Legenda: CC (controle de células); NaCl (cloreto de sódio), BZP 

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

Após 20 horas de incubação, o descolamente das células foi realizado pela ação de 

tripsina e a suspensão de células foi coletada e adicionada em microtubos de 2 mL, os quais 

foram centrifugados a 1500 rpm por cinco minutos. Em seguida, o sobrenada

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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Descrição da composição química da Solução S9 mix utilizada no ensaio de 

% (v/v) 
33,05 
57,85 
33,31 
0,83 
1,65 
3,31 

as placas foram lavadas com solução tampão fosfato, por fim foi 

1640 suplementado em SFB e antibiótico nos poços e as placas foram 

por 20 horas, conforme ilustrado na 

 

Esquema representativo do ensaio de genotoxicidade após 48 horas de incubação das células 

Legenda: CC (controle de células); NaCl (cloreto de sódio), BZP 

Após 20 horas de incubação, o descolamente das células foi realizado pela ação de 

tripsina e a suspensão 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 

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 µL de uma solução de 8,5 

µg/mL de EMA em PBS com 2% de SFB e as células foram expostas a uma lâmpada fluorescente há 

10 cm de distância para fotoativação do corante (BRYCE et al., 2007). 

Após 30 minutos foram adicionados 3 mL da solução de PBS com 2 % de SFB a temperatura 

de aproximada de 4 ºC. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 1500 rpm e apenas 50 µL do 

sobrenadante foram mantidos no tubo. Para minimizar a foto-ativação, os tubos foram imediatamente 

envolvidos por papel alumínio. Após 30 minutos, foram adicionados 550 µL por tubo da solução 

Lysis Solution 1 composta por: 0,584 mg/mL de NaCl; 1 mg/mL de citrato de sódio dihidratado; 0,3 

µL/mL de Triton X-100 (0,5 mg/mL de RNase A; 0,4 µM de SYTOX® Green em água deionizada 

(BRYCE et al., 2007). Ressalta-se que, o reagente Triton X-100 foi utilizado em substituição ao 

Igepal por se tratar de estruturas químicas semelhantes, sendo o Triton X-100 ligeiramente mais 

hidrofílico (SIGMA-ALDRICH®, 2013b). 

Após 3 minutos de repouso, as soluções foram homogeneizadas por 5 segundos em agitador 

de tubos tipo vórtex e mantidos por uma hora em condição de repouso a temperatura ambiente. Em 

seguida, foram adicionados 550 µL por tubo da solução Lysis Solution 2 composta por: 85,6 mg/mL 

de sacarose; 15 mg/mL de ácido cítrico; 0,4 µM de SYTOX® Green em água deionizada. 

Transcorrido 3 minutos os tubos foram agitados novamente por 5 segundos, após 30 minutos de 

repouso em temperatura ambiente, os tubos foram mantidos a 4ºC e ao abrigo da luz (BRYCE et al., 

2007). 

Para a análise em citômetro de fluxo, as amostras à temperatura ambiente foram 

ressuspendidas vagarosamente. A aquisição dos eventos pelo equipamento foi realizada por um feixe 

de laser a 488 nm de excitação. O SYTOX® Green e o EMA que corresponderam ao FITC e PerCP-

Cy5-5, que emitiram fluorescências coletadas nos λ 530 e 670 nm, respectivamente. A fluorescência 

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 núcleos e micronúcleos das células. A incidência de micronúcleos foi 

determinada por meio da aquisição de pelo menos 10.000 eventos por amostra na região das células 

nucleadas. A Figura 7 demonstra os histogramas gerados durante a aquisição 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 região de células nuceladas (N), núcleos com hipodiploidia (H) e micronúcleos (MN). 

 

Os histogramas da Figura 7 exemplificam a estratégia realizada para isolar os núcleos e 

micronúcleos. Nesse contexto, para que esses fossem considerados como eventos, cada um dos 

parâmetros deve ser atingido (A) as células devem estar no interior de uma dispersão lateral em 

oposição à dispersão frontal; (B) realizar a exclusão das regiões comdoublets; (C) núcleos com 

fluorescência de pelo menos 1/100 no canal FL1 (Sytox Green®); (D) no interior da dispersão lateral 

em oposição à Sytox Green® no canal de fluorescência; (E) no interior da dispersão lateral em 

oposição ao local de fluorescência do Sytox Green®; (F) exclusão das células do canal FL3 (EMA). 

Por fim, (G) foi possível separar e contar as ocorrências de núcleos (N), micronúcleos (MN) e 

hipoploidia (H), que são definidos pelos núcleos que não apresentam parte do número de 

cromossomos, provavelmente micronúcleos.  

A B C

D E F

G
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3.2.9 Teste de eficácia em co-cultura 3D de células 3T3-L1 e endotélio pelo 
método 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. Após 48 horas da formação do esferoide, a co-cultura 3D foi induzida à diferenciação 

adipogênica com meio de cultura de diferenciação celular composto por 0,5 Mm 

isobutilmetilxantina, 1 µM dexametasona e 1,7 µM de insulina em DMEM suplementado com 

10% SFB e a microplaca foi incubada a 37 °C em atmosfera úmida e 5 % de CO2 por 72 horas 

(dia 0). Após 72 horas, o meio de indução de diferenciação celular foi removido e foi 

adicionado meio de cultura suplementado com 1,7 µM de insulina junto com os ativos do 

estudo nas concentrações descritas na Tabela 11 e a microplaca foi incubada a 37 °C em 

atmosfera úmida e 5 % de CO2 por 72 horas.  

Tabela 11 - Descrição da concentração dos ativos utilizados no teste de eficácia em co-cultura 3D de 
células 3T3-L1 e endoteliais 

Ativos Concentração 1 e 2, respectivamente 
Extrato de Centella asiatica 2,5 5 

Extrato de castanha da índia 2,5 5 

Extrato de hamamélis 2,5 5 

Ecoblend 2,5 5 

Blend 0,012 0,024 

Cafeína 0,375 0,75 

Solvente Ecoblend 2,5 5 

Solvente Blend 0,012 0,024 

Solvente Mapric 2,5 5 

Após 72 horas, o meio foi removido e foi adicionado meio de cultura suplementado 

com 1,7 µM de insulina junto com os ativos e a placa foi incubada a 37 °C em atmosfera 

úmida e 5 % de CO2 por 48 horas (dia 6). Após 48 horas, a diferenciação das células está 

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 solução de formaldeído 

(10%) diluído em PBS e incubada à temperatura ambiente por 30 minutos. Após 30 minutos, 

os esferoides foram lavados duas vezes com PBS e a solução de Oil Red O foi preparada 

conforme descrito no item 3.2.5 e adicionada aos esferoides, incubados à temperatura 

ambiente ao abrigo da luz por 1h15 minutos. Em seguida, a solução de Oil Red O foi 

removida e os esferoides foram lavados duas vezes com água ultrapurificada. Posteriormente, 

a água ultrapurificada foi removida e foram adicionados 50 µL de álcool isopropílico por 

poço da microplaca de 96 poços. Os esferoides foram lisados manualmente com a ação da 



 

pipeta para completa extração do corante. Por fim, foram realizadas as leituras de absorbância 

no leitor de microplaca no comprimento de onda de 500 nm (

Figura 8 - Teste de Oil Red O na co
O; B: Co-culturalisada manualmente com a ação da pipeta e extração do 
isopropílico. 

 

3.2.10 Análise estatística

Os ensaios foram feitos

foram submetidos à análise de variância One

comparar as diferenças estatísticas entre os grupos de amostras 

5%, intervalo de confiança de 95% (IC95%) 

7.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, 

 

 

 

 

 

 

 

ta extração do corante. Por fim, foram realizadas as leituras de absorbância 

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

na co-cultura 3D na microplaca de 96 poços. A: Células coradas com 
culturalisada manualmente com a ação da pipeta e extração do 

Análise estatística 

Os ensaios foram feitos em triplicatas ou duplicatas independentes e os resultados 

submetidos à análise de variância One-way ANOVA e teste de 

diferenças estatísticas entre os grupos de amostras ao nível de significância de 

5%, intervalo de confiança de 95% (IC95%) utilizando o programa GraphPad Prism

0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, Estados Unidos). 
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ta extração do corante. Por fim, foram realizadas as leituras de absorbância 

 

 

A: Células coradas com Oil Red 
culturalisada manualmente com a ação da pipeta e extração do Oil Red O com álcool 

duplicatas independentes e os resultados 

ANOVA e teste de Tukey, a fim de 

ao nível de significância de 

GraphPad Prism versão 
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4 Resultados e Discussão 

As culturas dimensionais (2D) eram comumente utilizadas na avaliação in vitro de 

segurança e eficácia de compostos químicos, entretanto com o avanço da tecnologia, as 

técnicas evoluíram para modelos 3D. Os modelos 3D apresentam inúmeras 

vantagenstaiscomo, microambiente fisiológico e morfológico mais representativo, capacidade 

de realizar co-cultura de células mais facilmente, perfis de expressão gênica e sinalização 

celular mais próxima ao in vivo, permite alterações na morfologia e formato celular, além do 

estudo de concentrações mais próximas as de uso quando comparadas com experimentos em 

culturas 2D (LEE; CUDDIHY; KOTOV, 2008; SHIELD et al., 2009; SUN et al., 2006). Nos 

últimos anos, vários estudos e sistemas de culturas 3D foram desenvolvidos para aplicação na 

descoberta de novos fármacos, biologia celular do câncer, estudo com células tronco, 

engenharia de tecidos funcionais para implantação em pacientes, entre outros 

(EDMONDSON et al., 2014; JUSTICE; BADR; FELDER, 2009). Cabe ressaltar quetal 

desenvolvimento facilitou a realização de ensaios de avaliação in vitro de segurança e eficácia 

de ativos cosméticos devido à proibição do uso de animais em aproximadamente 39 países, 

inclusive em alguns estados do Brasil. 

As culturas 3D mais utilizadas são cultura de células agregadas e esferoides, hidrogéis 

e tecnologias baseadas em scaffold. Os scaffolds podem ser feitos de materiais naturais ou 

sintéticos e são utilizados para dar suporte físico para estruturas mecânicas básicas 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 levitação baseado em 

nanopartículas magnéticas. SOUZA  e colaboradores (2010) descreveram que a metodologia 

de levitação magnética para formação da cultura 3D é vantajosa porque não precisa de meio 

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

Atualmente, não existem dados na literatura de avaliações in vitro de segurança e 

eficácia de ativos lipolíticos, lipogênicos e/ou anti-lipogênicos em um modelo de cultura 

celular 3D por meio de um sistema de levitação baseado em nanopartículas magnéticas e em 

outros modelos 3D. Sendo assim, foi proposto um modelo 3D de co-cultura in vitro de células 

adipócitas e endoteliais com o intuito de propor um sistema que mimetizasse melhor as 

interações do tecido adiposopara avaliação in vitro de segurança e eficácia de substâncias 

adipogênicas e anti-adipogênicas voltadas para o uso cosmético. 
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 Previamente foram consuzidos em monocamada os ensaios de avaliação in vitro da 

segurança dos ativos do estudo, a citotoxicidade e fototoxicidade foram realizadas para 

determinar as melhores concentrações 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 à proibição de uso de animais em diversos países, poucos 

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

4.2 Comparação da viabilidade celular em células Balb/c 3T3 utilizando três 
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 não equivalências no perfil da 

curva de viabilidade celular do DMSO, extratos glicólicos de Centella asiatica, castanha da 

índia, hamamélis virginiana e solvente Mapric. A comparação dos três corantes vitais, 

também foi utilizada para determinar o melhor corante para utilização 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 

possível substituição nos próximos ensaios de viabilidade celular desse estudo. Dessa forma, 

o primeiro ensaio de comparação de viabilidade dos três 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 é muito utilizado como diluente de 

substâncias hidrofóbicas, principalmente de extratos de plantas. Entretanto, existe um limiar 

para que essa concentração não seja citotóxica para as células (ICCVAM, 2006; OECD 129, 

2010). Os resultados representam a média de seis replicatas ± desvio padrão com um intervalo 

de confiança de 95% de três ensaios independentes. Acurva de viabilidade celular mostrou um 

perfil dose-dependente, ou seja, quanto maior a concentração do DMSO, maior o efeito 

citotóxico nas células. Nesse ensaio foi possível observar a diminuição na viabilidade celular 

a partir da concentração 2,5% de DMSO para os três corantes vitais, conforme observado na 

Figura 9. 
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Figura 9– Porcentagem de viabilidade celular após a exposição a MTT, NR e Prestoblue, na linhagem 
Balb/c 3T3 após o tratamentocom DMSO por 48 horas.Legenda:  MTT;  NR; Prestoblue. 
 

Aanálise de variância One-way ANOVA, seguida pelo teste de Tukeypara os três 

corantes foi realizada e foi possível observar que para o DMSO, não há diferença estatística 

entre os corantes analisados (pvalor = 0,2355). Em relação à comparação de viabilidade 

celular do ensaio, SINGH e colaboradores (2017) citaram que as células provenientes de 

fibroblastos de cabra que foram tratadas com DMSO em concentrações ≥ 3% apresentaram 

decaimento dose-dependente da viabilidade celular. WU e colaboradores (2011) mostraram 

que o DMSO a 2,2% apresentou efeito inibitório de 50% nas células Balb/c 3T3, 

corroborando os resultados obtidos pelos corantes NR e MTT, enquanto o Prestoblueindicou 

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

 
O segundo ensaio de comparação de viabilidade celular dos corantes vitais foi 

realizado com os extratos glicólicos de Centella asiatica, castanha da índia, hamamélis 

virginiana e solvente Mapric em células Balb/c 3T3. Os resultados representam a média de 

seis replicatas ± desvio padrão com um intervalo de confiança de 95% de três 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 

possível observar um decaimento na viabilidade celular quando as células foram expostas ao 

extrato de Centella asiatica, a partir da concentração 1,25%no ensaio de MTT e 5,0%nos 

ensaios de NR e PB, para extrato de castanha da índia 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 e PB.  
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Figura 10 - Porcentagem de viabilidade celular utilizando NR, MTT e Prestobluena linhagem Balb/c 3T3 
após a exposição aos ativos por 48 horas. A. Solvente Mapric; B. Extrato de Centellaasiatica; C.Castanha da 
índia; D. Hamamélis.Legenda:  MTT;  NR; Prestoblue. 

 

Os resultados foram analisados por teste de variância One-way ANOVA seguidas pelo 

teste de Tukey efoi possível observar que apenas o extrato de Centella asiatica apresentou 

uma diferença estatística quando as células foram expostas aos corantes vitais NR e MTT 

(pvalor = 0,0467), enquanto para os demais ativos foram estatisticamente não significantes. A 

diferença estatística dos corantes vitais NR e MTT na amostra de extrato de Centella asiatica 

pode ser devido à coloração característica do extrato que apresenta proximidade ao vermelho, 

causando uma possível interferência na leitura de absorbância do corante NR em 540 nm 

 Um fator relevante a ser considerado é que os corantes vitais selecionados diferem na 

forma de detecção e vias de atuação. O corante NR apresenta baixo custo e apresenta grande 

aplicabilidade em ensaios de viabilidade celular. Com característica catiônica leve que 

permeia a membrana celular e se liga à matriz lisossomal das células viáveis, a extração do 

corante é realizada com uma solução de etanol acidificada e a quantificação das células 

viáveis é obtida a partir das leituras de absorbâncias fornecidas pelo espectrofotômetro 

(BORENFREUND; PUERNER, 1985; REPETTO; DEL PESO; ZURITA, 2008).  

A B

C D
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O corante MTT é um sal de tetrazólio reduzido a formazana pelo complexo protéico 

citocromo-oxidase nas mitocôndrias, se transformando em cristais de formazana, insolúveis a 

água, dessa forma a solubilização dos cristais geralmente é feita com DMSO ou álcool 

isopropílico e as leituras de absorbâncias do composto são feitas pelo espectrofotômetro a 570 

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

Na tentativa de reduzir aquantidade de descarte de solventes, o corante Prestoblue é 

solúvel em água, não apresenta toxicidade e não necessita de extração/solubilização do 

corante. O mecanismo de ação do Prestoblue é a partir da utilização da atividade mitocondrial 

para reduzir o composto resarzurina (não fluorescente) em resorufina (fluorescente) e a 

quantificação das células viáveis é realizada a partir das leituras de fluorescência pelo 

espectrofotômetro nos comprimentos de onda de excitação de 535 nm e emissão de 615 nm 

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

A OECD é uma organização que fornece protocolos de testes validados por agências 

internacionais, além de ser amplamente utilizado em indústrias em nível mundial. O protocolo 

de citotoxicidade fornecido pelo guia da OECD 129 (2010) preconiza o usodo corante vital 

NR devido à fácil acessibilidade e baixo custo, mas alguns estudos mostramque essa forma de 

detecção 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 à facilidade do método, redução de descarte de solventes e característica 

fluorescente, que evita possíveis interferências na coloração dos extratos (BONCLER et al., 

2014). 

 O terceiro ensaio de citotoxicidade em células Balb/c 3T3 foi realizado com os ativos 

Blend, o Ecoblend, cafeína 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 padrão com um intervalo de confiança de 95% de três ensaios 

independentes. Conforme observado na Figura 11, o Ecoblend e solvente Blend e Ecoblend 

não apresentaram citotoxicidade, enquanto o Blend e a cafeína mostraramcitotoxicidadea 

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

De forma geral, os ativos Centella asiatica, castanha da índia, hamamélis, Blend e 

cafeína, mostraram um perfil de curva dose-dependente o que não ocorreu com o Ecoblend e 

os solventes Blend, Ecoblend e Mapric. Dados na literatura que corroborassem os resultados 

obtidos não foram encontrados. Muitos estudos discorrem sobreo potencial antitumoral dos 

ativos quando expostos a células tumorais de melanoma de rato (B16F1), câncer de mama 
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(MCF-7), melanoma humano (SK-Mel 28), câncer de cólon retal (RKO), neuroblastoma (SH-

SY5Y), entre outras. É importante ressaltar que não foi possível correlacionar os dados 

encontrados em literatura, porque as células tumorais apresentam características diferentes em 

relação à linhagem celular de fibroblastos Balb/c 3T3, além dos extratos terem sido testados 

em concentrações muito diferentes daquelas utilizadas em nosso estudo e apresentaram 

diferença nos veículos extratores (metanóico e etanólico) (CELEP; YILMAZ; CORUH, 2012; 

D. B. DUTRA et al., 2017; NAGAMINE et al., 2009; PITTELLA et al., 2009; TOURIÑO et 

al., 2008; WU et al., 2013).  

A cafeína é um composto muito utilizado em produtos cosméticos, entretanto poucos 

estudos de citotoxicidade em linhagens celulares de pele foram realizados até o momento. Em 

nosso estudo, a cafeína em concentrações ≥ 3 mg/mL reduziu viabilidade celular nas células 

Balb/c 3T3. Dados na literatura verificaram que a cafeína na concentração de 3000 µM 

(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 cafeína na concentração de 100 µg/mL causou 

decaimento na viabilidade celular para 67% nas células Balb/c 3T3 detectado pelo corante 

vital NR. VOYTENAe colaboradores (2017) mostraram que o óleo de café verde nas 

concentrações de 0,001 – 1 mg/mL não gerouefeito citotóxico nas células Balb/c 3T3, 

entretanto o óleo de café torrado na concentração de 1 mg/mL reduziu a viabilidade celular 

para aproximadamente 77% e as frações polares do óleo de café torrado apresentou 

citotoxicidade na concentração de 10 µg/mL que corresponde a 0,01 mg/mL. 

Outros estudos de avaliação 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 inibitório quando as células eramexpostas a baixas ou altas 

concentrações de diversos extratos de plantas utilizando métodos de detecção por NR, MTT 

ou Prestoblue (JÍROVÁ 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 tóxica 

provocada por compostos químicos administrados pela via tópica ou sistêmica após a 

exposição do corpo à luz ambiental. Sendo assim, as concentrações 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 concentrações 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 câmara de fototoxicidade utilizada e do 

ensaio. O gráfico de viabilidade celular dociprofloxacino que teve ou não exposição à 

radiação UV estão representados na Figura 12. Os resultados representam a média de seis 

replicatas ± desvio padrão com um intervalo de confiança de 95% de três ensaios 

independentes. O cálculo do PIF mostrou que norfloxacino apresentou PIF > 5, sendo assim 

considerado potencialmente fototóxico, de acordo com a classificação do guia OECD 432 

(2019).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O potencial fototóxico 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 gráficos de viabilidade celular 

dos ativos que tiveram ou não exposição à radiação UV estão representados na Figura 13. Os 

resultados representam a média de seis replicatas ± desvio padrão com um intervalo de 

confiança de 95% de três ensaios independentes. O cálculo do PIF mostrouque os ativos 

apresentaram PIF <2, sendo assim os ativos foram considerados potencialmente não 

fototóxicos, de acordo com a classificação do guia OECD 432 (2019) (Tabela 12).  
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Figura 12 - Porcentagem da viabilidade celular do ciprofloxacino após a exposição à radiação UVA+ e UV - 
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Figura 13 - Porcentagem de viabilidade das células Balb/c 3T3 às diferentes concentrações (%) dos ativos 
após exposição ou não à luz UVA. A: Solvente Mapric; B: Centellaasiatica; C: Castanha da índia; D: 
Hamamélis; E: Cafeína; F: Blend; G: Ecoblend; H: Solvente Ecoblend; I: Solvente Blend. 

 

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 índia <2 
Extrato de hamamélis <2 

Cafeína <2 
Blend <2 

Ecoblend <2 
Solvente Ecoblend <2 

Solvente Blend <2 
Solvente Mapric® <2 

 

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

potencial antioxidante. Poucos dados de literatura foram encontrados referentes 

0.0 0.5 1.0 1.5
0

50

100

150

200

Cafeína

Concentração do ativo (%)

V
ia

b
il

id
ad

e 
ce

lu
la

r 
(%

)

V
ia

b
ili

d
a

d
e 

c
el

u
la

r 
(%

)

V
ia

b
ili

d
a

d
e 

c
el

u
la

r 
(%

)

A B C

D E F

G H I



46 
 

àfototoxicidade dos ativos desse estudo. O guia disponibilizado pela Cosmetic Ingredient 

Review (2015) citou que um extrato comercial de Centella asiatica nas concentrações de 0,15 

– 30 g/L(0,00015 – 0,00030 g/mL) não apresentou fototoxicidade em células Balb/c 3T3, 

corroborando nosso estudo onde o extrato de Centella asiatica na concentração de 0,0003125 

g/mL (concentração 7) não apresentou potencial fototóxico. 

Ramos e colaboradores verificaram que os extratos de castanha da índia e hamamélis 

quando incorporados separadamente em uma solução a 2% de metoxicinamato de octila 

aumentaram os valores de fator de proteção solar (SPF). O guia disponibilizado pela Cosmetic 

Ingredient Review (2015) citou que um extrato das folhas da hamamélis nas concentrações até 

17.000µg/mL e1020 µg/mL(0,017 e 0,00102 g/mL) não mostraramfototoxicidade nas células 

Balb/c 3T3. Em nosso estudo testamos a concentração 0,000625 g/mL relativamente inferior 

em relação ao dado de literatura encontrado, entretanto também verificamos o potencial não 

fototóxico do ativo. 

KATO (1973) citou que ao tratar as células com 1 mM de cafeína que foram expostas 

a UV e/ou radioisótopo de H-timidina ocorreu redução significativa de troca de cromátides 

irmãs nas células que foram expostas aos raios UV. O radioisótopo 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 cafeína na concentração de 5 mmol/L em células de linfócitos que foram tratadas 

com 5-metoxipsoraleno (5-MOP) e expostas ao raio ultravioleta C (UVC). Observaram 

diferença significativa na redução nas ligações cruzadas (crosslinks) das fitas ou filamentos de 

DNA quando comparadas ao controle negativo pelo ensaio de cauda de cometa. O 5-MOP é 

um composto químico capaz de induzir dano as ligações cruzadas (crosslinks) das fitas ou 

filamentos de DNA na presença de UVC e o ensaio de cauda de cometa é uma técnica 

utilizada para verificar o dano ao DNA. 

É importante ressaltar que não é possível correlacionar os resultados obtidos do extrato 

de castanha da índia e cafeína com os dados de literatura, porque a metodologia utilizada não 

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

Durante a realização desse projeto não foram encontrados dados na literatura 

referentes à fototoxicidade do Ecoblend e Blend em células Balb/c 3T3 ou outras linhagens 

celulares com exposição aos raios UV ou em formulações cosméticas. 
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4.4 Teste de eficácia em monocultura de células 3T3-L1 pelo método de Oil Red O 

A linhagem de pré-adipócito (3T3-L1) é uma das linhagens celulares comumente 

utilizadas para o cultivo de adipócitos. A diferenciação dos pré-adipócitos em adipócitos é 

dependente do uso de meio de cultura suplementado com hormônios, do tempo de 

diferenciação e do número de passagens das células (GREEN; KEHINDE, 1975; KRAUS et 

al., 2016; KURI-HARCUCH; GREEN, 1978). Nesse contextofoi realizado o teste de eficácia 

da cafeína pelo método de Oil Red O, com o intuito de padronizar a metodologia para 

realização em ensaios futuros. A cafeína foi escolhida por ser um composto muito conhecido 

devido à sua ação lipolítica.  

O Oil Red O é um corante com afinidade lipofílica, dessa forma, os lipídeos das 

células diferenciadas em adipócitos são corados e para a análise dos resultados é possível 

utilizar métodos qualitativos (análises das células em microscópio invertido) e quantitativos a 

partir da leitura de absorbância por espectrofotômetro (KRAUS et al., 2016; RAMIREZ-

ZACARIAS, J.L; CASTRO-MUFIOZLEDO, F AND KURI-HARCUCH, 1992).Os 

resultados representam a média de seis replicatas ± desvio padrão com um intervalo de 

confiança de 95% de três ensaios independentes. A concentração de 1,5 mg/mL de cafeína foi 

selecionada para a realização do teste de Oil Red Oe os resultados mostraramque, a 

diferenciação celular foi efetiva e que ocorreu a redução de lipídeos das células diferenciadas 

após a exposição à cafeína (Figura14).  

 

 

 

Figura 14 - Teste de Oil Red O de cultura celular de adipócitos em monocamada. A. INDIF 
(indiferenciadas): Células 3T3-L1 sem diferenciação. B. DIF (diferenciadas): Células 3T3-L1 diferenciadas em 
adipócitos e expostas a 1,5 mg/mL de cafeína. 
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Com base nos resultados foi possível verificar que ao adicionar a cafeína ocorreu um 

potencial efeito redutor do acúmulo de lipídios intracelulares nos adipócitos, entretanto não 

foi possível avaliar esse efeito estatisticamente pela análise de variância One-way ANOVA 

porque utilizamos apenas uma concentração. Dados na literatura mostraramque, ao testar a 

cafeína nas concentrações 0,1 – 5 mM nos adipócitos, obteve-se uma redução significativa no 

acúmulo de lipídios intracelulares de forma dose-dependente a partir da concentração de 1 

mM.Os autores citaram que não houve decaimento da viabilidade celular na concentração de 

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

DELL’AGLI e BOSISIO(2002) usaram a cafeína como um controle positivo a fim de 

verificar o potencial efeito lipolítico de um extrato de planta e foi constatado que a cafeína 

aumentou a lipólise de forma dose dependente em concentrações maiores ou iguais a 2 mM. 

MUROSAKIe colaboradores (2007) observaram que ao tratar as células 3T3-L1 com 50 

µmol/L de cafeína ocorreu uma redução significativa do acúmulo de lipídios intracelulares. 

Cabe ressaltar que, após oito dias de teste, a observação visual das placas de cultura celular no 

microscópio invertido indicou redução da viabilidade celular das células 3T3-L1 expostas a 

1,5 mg/mL de cafeína, enquanto nas células Balb/c 3T3 a mesma concentração 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 relação 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 três 

concentrações que foram testadas previamente no ensaio de citotoxicidade em células Balb/c 

3T3. Apenas foram selecionadas as concentrações dos ativos que apresentassem viabilidade 

celular ≥ 80% no teste de citotoxicidade em Balb/c 3T3. Os resultados representam a média 

de seis replicatas ± desvio padrão com um intervalo de confiança de 95% de três ensaios 

independentes. Os gráficos indicaram que ocorreu redução de viabilidade celular maior que 

80% na maior concentração das seguintes amostras: DMSO, Centella asiatica, castanha da 
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índia, Blend e cafeína, enquanto o hamamélis, Ecoblend e os solventes não diminuíram a 

viabilidade celular quando comparadas com o controle de células (Figura 15). 

 

 

 
Figura 15 - Porcentagem de viabilidade celular em células endoteliais após a exposição aos ativos por 48 
horas. A. Controles do ensaio: CC (controle de células) e DMSO (dimetilsulfóxido); B. Centella asiatica; C. 
Castanha da índia; D. Hamamélis; E. Cafeína; 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 análise de variância One-way ANOVA seguidas 

pelo teste de Tukey mostraram que, os ativos que apresentaram diferença significativa quando 

comparadas com o controle de células foram DMSO, Centella asiatica, castanha da índia, 

Blend e cafeína, os valores de p estão descritos na legenda da Figura 14. Enquanto, o 

Ecoblend e os solventes não apresentaram diferença significativa, porque apresentaram p-
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valor 0,1870 e 0,2654, respectivamente. Também foi possível observar que os ativos Centella 

asiatica, Blend e cafeína na concentração 2,5% foram mais citotóxicas 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 não 

apresentaram decaimento na viabilidade celular.  

Cabe ressaltar que, durante o período do projeto não 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 

frações químicas isoladas. 

O extrato de Centella asiatica na concentração 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 concentrações 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 

asiaticosídeo, um composto químico presente no extrato de Centella asiatica nas 

concentrações 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 ácido asiático, 

um composto químico presente no extrato de Centella asiatica na concentração de 0,02 

mg/mL diminui a viabilidade celular das células HUVEC em 35% após 48 horas. Em nosso 

estudo, a concentração de 1% que equivale a 1 mg/mL não 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 análises de citotoxicidade 

foram realizadas com compostos químicos isolados do extrato ou o extrato apresenta um 

solvente diferente do presente nos ativos do estudo. 

O extrato de castanha da índia na concentração de 2,5% reduziu significantemente a 

viabilidade celular quando comparado com o controle de células. Dados na literatura 

mostraramque, o composto isolado β-escina, o principal composto presente no extrato de 

castanha da índia apresentou IC50 de 0,06 mg/mL. Entretanto a atividade inibitória dessa 

concentração não está correlacionada com a citotoxicidade do composto químico, poisfoi 

observado que a β-escina quando incubada por um tempo prolongado nas células endoteliais 

em monocamada apresenta ausência de citotoxicidade, mudança de morfologia e não induz a 

morte celular, além das análises de citometria de fluxo confirmaram que não teve efeito 
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citotóxico significativo porque não aumentou a população da fase sub-G1, fase que mostra as 

células apoptóticas (VARINSKÁ et al., 2018). 

ZHU e colaboradores (2017) citaram que, os valores de IC50 da escina em células 

HUVEC foram de aproximadamente 95,81 e 37,92 µM após o tratamento de 24 e 48 horas, 

respectivamente. MOJŽIŠOVÁ  e colaboradores (2013) observaram que, o extrato de 

castanha da índia nas concentrações 250 e 500 mg/mL reduziu significantemente a viabilidade 

celular nas células HUVECs, em nosso estudo também foi possível observar a redução da 

viabilidade celular nas células endoteliais na concentração de 2,5% (equivalente a 250 

mg/mL), apesar de serem células diferente.   

O extrato de hamamélis não reduziu significantemente a viabilidade celular quando 

comparado com o controle de células. Dados na literatura mostraramque o hamamelitanino 

eepigalocatequinagalato, compostos químicos presentes no extrato de hamamélis na 

concentração de 100 µM não apresentaram citotoxicidade nas células endoteliais da veia 

umbilical humana EA.hy926, enquanto o galato na concentração de 100 µM apresentou 75% 

de morte celular (HABTEMARIAM, 2002). A não redução significativa da citotoxicidade do 

extrato de hamamélis nas células endoteliais pode estar relacionada àcomposição química do 

extrato rico em hamamelitanino e epigalocatequinagalato, que são catecolaminas que inibem 

o mediador defator de necrose tumoral (TNF-) evitando a apoptose celular e citotoxicidade 

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

A cafeína nas concentrações 0,375; 0,75 e 1,5% reduziram significantemente a 

viabilidade celular de forma dose-dependente. Dados na literatura mostraramque, a cafeína 

nas concentrações 250 e 500 µM 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 descafeínado, extrato de café torrado (Coffea 

canephora) normal e descafeínado em células endoteliais da veia umbilical humana 

EA.hy926 e foi verificado que, o extrato de café verde (Coffea arabica) descafeínado e café 

torrado (Coffea canephora) apresentoucitotoxicidade em 0,4 mg/mL, o café verde (Coffea 

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

MATSUOKA e colaboradores (2006) observaram que, a cafeína na concentração de 

300 µM reduziu significantemente a viabilidade celular em células HUVECs após 24 e 48 

horase também foi constatado que a cafeína nas concentrações de 100 a 300 µM apresentam 
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efeito apoptótico nas células HUVEC de forma dose-dependente. Assim sugere-se que, a 

cafeína possivelmente apresenta efeito apoptótico em células endoteliais.  

O Ecoblend não 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 fração etanólica 1,2-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 IC50 de 2,5 e 0,375µg/mL, respectivamente. ABDOU(2013) 

citou que, o metabólito bioativo do entrófito da Botrysphaeria obtusa presente na planta 

Bidens pilosa L. na concentração 62,04 µM apresentou inibição do crescimento das células 

HUVEC. Cabe ressaltar que nos dados encontrados na literatura, as análises de citotoxicidade 

foram realizadas com compostos químicos isolados da planta e em linhagens celulares 

diferentes daquelas utilizadas em nosso experimento. 

O Blend na concentração de 0,0195% reduziu significantemente a viabilidade celular 

quando comparado com o controle de células. Dados na literatura da citotoxicidade dos três 

ativos juntos em células endoteliais não foram encontrados durante o período de realização 

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

O extrato metanólico de Ptychopetalum olacoides Bentham mostrou um perfil não 

citotóxico em células de fibroblastos humanos (MRC-5) e citotoxidade moderada em células 

MCF-7 apresentando IC50 45,16 µg/mL(D. B. DUTRA et al., 2017). Outro estudo observou 

que o composto químico 3-O-metilquercetina, flavonóide presente no extrato de 

Ptychopetalum olacoides Bentham apresentou atividade antiproliferativa em células MCF-7 

resultando na IC50 11,23 µg/mL(TALIB; ZARGA; MAHASNEH, 2012). 

LONGHINIe colaboradores (2017) citaram que a administração de doses de 1000 

mg/kg em ratos do extrato hidroalcólico de Trichilia catigua Juss causou morte após 4 horas. 

Estudos mostraram que a catuabina (catuabina A), cinchonaínas Ia e IIa e candelina A1, 

compostos químicos isolados da espécie Anemopaegma arvense (Vell.) Stellfeldex J.F. Souza 

(A.arvense), os mesmos também estão presentes no extrato de Trichilia catigua Juss, 

apresentou um perfil não citotóxico tanto em células não tumorais de rim (Vero e LLC-PK11) 

quanto em células tumorais de fígado (HepG2), melanoma (SK-Mel), câncer de ovário (SK-

OV3), câncer de mama (BT-549) e carcinoma de células esquamosas (KB) nas concentrações 
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de 13,51 e 22,12 µM e leucemia humana (HL-60) na concentração de 16,89 – 21,65 µM 

(TABANCA et al., 2007). Outro estudo observou que frações de flavonóides isoladas do 

extrato da A.arvensena concentração de 0,2 mg/mL não denotou citotoxicidade em células 

tumorais de colo de útero (HeLa), Balb/c 3T3 e humanas de gliobastoma (U343MG-a) 

(COSTANZO et al., 2013).  

O tratamento com 200 mg/kg do extrato butanólico de Pfaffia paniculata em 

camundongos Balb/c 3T3 saudáveis durante 10 dias não foi citotóxico e não produziu 

alterações nos parâmetros avaliados de peso corporal, presença da enzima sérica ALT é 

indicativa de necrose hepática e exame histopatológico, contudo o tratamento pelo período de 

10 dias em camundongos portadores de tumores de Ehrlich com o ácido pffafico, composto 

isolado do extrato de Pfaffia paniculata, resultou em diminuição significativa do volume 

ascítico total do grupo tratado em comparação com o grupo não tratado (MATSUZAKI et al., 

2003). Outro estudo mostrou que o extrato butanólico de Pfaffia paniculata em concentrações 

≥ 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 ácido 

pffafico teve efeito inibitório no crescimento dos melanomas B-16, HeLa S-3 e carcinoma 

pulmonar de Lewis.É importante ressaltar que não foi possível correlacionar os resultados 

com os dados de literatura, porque as células tumorais apresentam características diferentes 

em relação às células endoteliais, pois as concentrações dos extratos são muito diferentes 

daquelas utilizadas em nosso estudo e além de apresentar diferença nos veículos extratores 

(metanóico, butanóico e etanólico). 

4.6 Citotoxicidade em monocultura de células 3T3-L1 
 
No teste de citotoxicidade em células 3T3-L1, foram selecionadas três concentrações que 

foram testadas previamente no ensaio de citotoxicidade em células Balb/c 3T3. As 

concentrações 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 padrão com um intervalo de confiança de 95% de três ensaios 

independentes. Os gráficos mostram que ocorreu uma redução de viabilidade celular maior 

que 80% na maior concentração das seguintes amostras: DMSO, castanha da índia, Blend e 

cafeína, enquanto a Centella asiatica, hamamélis, Ecoblend e solventes não mostraram 

diminuição de viabilidade celular (Figura 16). 
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Figura 16 - Porcentagem de viabilidade celular nas células 3T3-L1 após a exposição aos ativos por 48 
horas. A. Controles do ensaio: CC (controle de células) e DMSO (dimetilsulfóxido); B. Centella asiatica; C. 
Castanha da índia; D. Hamamélis; E. Cafeína; F. Blend; G. Ecoblend; H. Solventes: Solvente Ecoblend, solvente 
Blend e solvente Mapric. Valores de p * <0,026; ** <0,009; *** <0,0006; **** <0,0001. 
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O extrato de Centella asiatica na maior concentração 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 concentração de 

2,62 mg/mL inibiu em 50% o crescimento das células 3T3-L1 (SAHIB et al., 2011). 

Entretanto, em nosso estudo nenhuma das concentrações testadas reduziu a viabilidade celular 

para 50% e os solventes extratores eram diferentes.  

O extrato de castanha da índia na maior concentração 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 índia em células 3T3-L1, 

apenas KIM e LEE (2015) citaram que a esculetina nas concentrações de 12,5 a 100 µM não 

apresentou citotoxicidade nas células 3T3-L1. Cabe ressaltar que a esculetina é um dos 

principais compostos presentes no extrato de castanha da índia. Entretanto, esse dado de 

literatura não é possível correlacionar com o nosso estudo porque o ensaio foi realizado com 

um composto químico presente no extrato e ele apresenta diferentes compostos químicos em 

sua composição.  

O extrato de hamamélis na maior concentração 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 ácido gálico, um composto encontrado no extrato 

de hamámelis nas concentrações 50 e 100 µM reduziram significantemente a viabilidade 

celular das células 3T3-L1 após o período e 72 e 48 horas, respectivamente. Ressalta-se que o 

nosso estudo foi realizado com um composto químico presente no extrato e o mesmo 

apresenta diferentes compostos químicos em sua composição.  

A cafeína nas três concentrações testadas reduziu significantemente a viabilidade 

celular quando comparado ao controle de células. Dados de literatura mostraram que a cafeína 

não diminui significantemente a viabilidade celular nas concentrações de 0,1 a 5 mM nas 

células 3T3-L1 (KIM et al. 2016). DUANGJAI e colaboradores (2018) verificaram que o 

extrato de café nas concentrações 200, 400 e 800 µg/mL não 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 concentrações de 31 – 500 

µg/mL e os compostos fenólicos isolados do café na concentração de 100 µmol/L não tiveram 

redução da viabilidade celular nas células 3T3-L1. O silverskin é o resíduo gerado no período 
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da torra dos grãos do café e apresenta em sua composição compostos como o ácido 5-

cafeoilquínico e a cafeína.  

O Ecoblend nas três concentrações testadas não 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-β-D-

glucopyranosyloxy-1-hydroxytrideca-5,7,9,11-tetrayne, um composto encontrado no extrato 

de Bidens pilosa L. na concentração de 50 µM apresentou leve citotoxicidade nas células 3T3-

L1. Entretantoo estudo foi realizado com um composto químico isolado, diferentemente do 

extrato que apresentam diferentes compostos químicos em sua composição.  

O Blend na concentração de 0,0195% reduziu significantemente a viabilidade celular 

quando comparado com o controle de células. Dados na literatura da citotoxicidade dos três 

ativos juntos em células endoteliais não foram encontrados durante o período de realização 

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

De forma geral os extratos e/ou compostos químicos 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 concentrações testadas não mostrou efeito citotóxico em células não tumorais (DUTRA et 

al., 2017; MATSUZAKI et al., 2003; NAGAMINE et al., 2009; TAKEMOTO et al., 1983; 

TALIB; ZARGA; MAHASNEH, 2012). Enquanto, o extrato e/ou compostos químicos 

isolados de Trichilia catigua Juss não apresentou citotoxicidade em células não tumorais 

Vero, LLC-PK11, 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 et al., 2017; TABANCA 

et al., 2007). 

Cabe ressaltar que não foi possível correlacionar os resultados com os dados de 

literatura, porque as células tumorais apresentam características diferentes em relação às 

células 3T3-L1, pois as concentrações dos extratos são muito diferentes daquelas utilizadas 

em nosso estudo e além de apresentar diferença nos veículos extratores (metanóico, butanóico 

e etanólico). 
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É importante ressaltar que poucos dados de literatura foram encontrados em relação à 

citotoxicidade dos ativos em células 3T3-L1 fato que mostra que o estudo é inédito na área de 

avaliação in vitro de segurança de ativos cosméticos utilizando linhagens celulares. 

Com o intuito de verificar o perfil de citotoxicidade no modelo de co-cultura de pré-

adipócitos 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 adipócitas (3T3-L1 diferenciadas) e endotélio (veia cava) pelo método de levitação 

magnética descrito por Daquinag e colaboradores (2013). Nesse trabalhoos autores apenas 

mostrarama formação e as vantagens do método, entretanto em nosso estudo foram 

adicionadas substâncias 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 esferóide 

formados na co-cultura 3D, com a finalidade de realizar as leituras no espectrofotômetro, 

visando evitar resultados falsos positivos. 

 Os resultados representam a média de seis replicatas ± desvio padrão com um 

intervalo de confiança de 95% de três ensaios independentes. Foi possível observar que a co-

cultura 3D das células 3T3-L1 e endotélio para os ativos Centella asiatica, castanha da índia, 

hamamélis, cafeína 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 após a 
exposição aos ativos por 48 horas. A. Controles do ensaio: CC (controle de células) e DMSO 
(dimetilsulfóxido); B. Centella asiatica; C. Castanha da índia; D. Hamamélis; E. Cafeína; 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 análise de variância One-way ANOVA 

seguidas pelo teste de Tukey e foi possível observar que, os ativos que apresentaram diferença 

significativa quando comparadas com o controle de células foram o DMSO, castanha da índia, 

hamamélis, Ecoblend e Blend e cafeína. Os valores de p estão descritos na legenda da Figura 

16. Em contrapartida, a Centella asiatica (pvalor = 0,100) e os solventes (pvalor = 0,0548) 

não mostraramdiferença significativa. 

Nesse ensaio, foi possível verificar aumento da viabilidade celular na co-cultura 3D 

das células 3T3-L1 diferenciadas em adipócitos e endotélio dos ativos Centella asiatica, 

castanha da índia, hamamélis, cafeína, Blend e do controle positivo (DMSO) em comparação 

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 relação à cultura 2D quando a mesma foi exposta a compostos 

químicos devido a maior interação célula-célula e célula-matriz extracelular além de 

apresentar organização morfológica um pouco mais próxima 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 químicos (peróxido de hidrogênio e 

nitrato de prata) em células de co-cultura 3D de HaCaTs (queratinócitos), fibroblastos e 

endoteliais em relação as mesmas células em monocultura sugerindo que a cultura 3D reflete 

respostas fisiológicas a matérias xenobióticos 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 índice de proliferação 

celular, algo que não ocorreria em células de monocamada. 

É importante ressaltar que o método de cultura 3D auxilia no ensaio de viabilidade 

celular de adipócitos diferenciadas de células 3T3-L1 e/ou mesenquimais porque ao realizar o 

processo de diferenciação celular, os adipócitos ficam em suspensão 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 solubilização poderia ocorrer perda dos adipócitos durante a 

manipulação fornecendo um resultado falso positivo. Outro fator relevante é que as 

concentrações dos ativos na co-cultura 3D que apresentaram viabilidade celular ≥80% foram 

mais próximas as concentrações de uso em formulações cosméticas do que as concentrações 

seguras fornecidas pelo método de células cultivadas em monocamada. 
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Em relação ao resultado dos solventes e o Ecoblend foi possível verificar um perfil de 

viabilidade celular parecido com a cultura 2D. O comportamento da viabilidade celular dos 

solventes já era esperado, porque o solvente de cada extrato não 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 concentração de 5%, o corante 

utilizado no ensaio foi o MTT que reduz os sais de tetrazólio a formazana pelo complexo 

protéico citrocromo-oxidase nas mitocôndrias de células viáveis, sendo assim existe a 

possibilidade da maior concentração testada do Ecoblend ter causado um elevado estresse 

oxidativo nas mitocôndrias resultando no aumento de citocromo-oxidase e consequentemente 

maior redução dos sais de tetrazólio a formazana originando maior viabilidade celular 

(RISTOW; ZARSE, 2010). Frente ao exposto, há a necessidade de mais estudo em relação à 

viabilidade celular desse ativo, uma alternativa seria a utilização de corantes que não sejam 

reduzidos via mitocondrial, como, NR, com o intuito de verificar como seria o perfil de 

viabilidade celular. 

As análises 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 concentrações demonstre viabilidade celular maior no 

intervalo  que 0% e ≤ a 50% para a realização do cálculo das concentrações inibitórias de 

50% da população celular (IC50) e apresente citotoxicidade >50% e <100%. Sendo assim, as 

curvas de viabilidade celular demonstraram um perfil dose-dependente (Figuras 6 a 8) e estão 

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 três concentrações 

porque o intuito era selecionar as concentrações que não apresentassem citotoxicidade para 

aplicação nos testes de eficácia de co-cultura 3D de esferoides. É digno de nota que mesmo 

realizando os testes com menos concentrações foi possível calcular as IC50 das amostras do 

estudo conforme detalhado na Tabela 13. Cabe ressaltar que os solventes não foram 

representados na tabela porque tiveram 100% de viabilidade celular em todos os ensaios de 

citotoxicidade desse estudo. 
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Tabela 13 - Valores de Concentração inibitória de 50% da população de células (IC50) para os ativos nas 
células Balb/c 3T3, 3T3-L1, endoteliais, co-cultura3D de células 3T3-L1 e endotélio 

IC50 (Log da concentração 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-adipócito) 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 índia); Hama(Hamamélis); Caf(cafeína). 
  

Com base nos resultados obtidos de IC50, foi possível observar que esses valores 

diferem devido à diferença de composição química de cada ativo utilizado no estudo. Apesar 

dos ativos apresentarem maior citotoxicidade nas linhagens celulares 3T3-L1 e endoteliais em 

relação à 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 três linhagens diferentes foi possível 

observar que cada linhagem apresenta um comportamento diferente utilizando a mesma 

concentração dos ativos, possivelmente devido a diferenças fenotípicas de cada célula e 

morfologia. Apesar disso, os valores de IC50 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 IC50 do Blend e cafeína nas linhagens 3T3-L1 e veia cava foram 

similares.  

 A determinação dos valores de IC50 torna possível estimar a dose letal 50 (DL50), a 

DL50 corresponde à dose inicial que prevê 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 

definição da dose letal pode ser estimada pelos valores de IC50 encontrados no ensaio de 

citotoxicidade para a realização do cálculo da DL50 pela equação 3: 

 

Equação 3 – Cálculo DL50 

𝐿𝑜𝑔𝐷𝐿ହ଴(𝑚𝑔 𝑘𝑔) = 0,372 𝑙𝑜𝑔𝐼𝐶ହ଴ (𝑚𝑔 𝑚𝐿) + 2,024⁄⁄  

  

 Os valores estimados de DL50 para cada linhagem celular do estudo e para a co-cultura 

3D de células 3T3-L1 e endotélio estão demonstrados na Tabela 14. 
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Tabela 14 - Valores de Dose Letal de 50% da população celular (DL50) para os ativos nas células Balb/c 
3T3, 3T3-L1, veia cava, co-cultura3D de células 3T3-L1 e endotélio 

DL50 (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-adipócito) 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 índia); Hama(Hamamélis); Caf(cafeína). 
 

 O guia da OECD/TG 129 (2010) relata que a DL50> 5000 mg/kg diminui em 50% a 

população de animais. BULGHERONI e colaboradores (2009) citaram que os valores de DL50 

de um ensaio preditivo da toxicidade oral aguda e compostos químicos definiram que os 

valores de DL50 entre 5-50 e 50-300 mg/kg foram classificados como categoria 2 e 3, 

respectivamente e considerados potencialmente não tóxicos. Dessa forma, foi possível 

verificar que os ativos utilizados em nosso estudo são potencialmente não tóxicos. 

 

4.8 Teste de genotoxicidade 
 

O ensaio de micronúcleo in vitro preconizado no guia da OECD 487 (2010) é utilizado 

para determinar se os ativos induzem ou não quebras cromossômicas e se existe um aumento 

ou diminuição da proliferação das células de mamíferos não tumorais em cultura. É 

importante ressaltar que, as indústrias principalmente de cosméticos se baseiam nos guias da 

OECD para realizar os ensaios de segurança dos ativos cosméticos, sendo assim a adaptação 

do método clássico 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 redução no tempo de análise 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 necróticas e apoptóticas e o SYTOX® Green foi utilizado para corar os 

núcleos livres e micronúcleos em suspensão (a partir da remoção das membranas 

citoplasmáticas) que são diferencialmente corados em relação à cromatina associada a células 

mortas/células em processo de morte. Sendo assim, a quantificação da porcentagem de 

micronúcleo in vitro (%MN) por citometria de fluxo foi baseada nos parâmetros descritos por 

BRYCE e colaboradores (2007) com o intuito de separar os núcleos dos micronúcleos por 

meio da estratégia de gating adquirindo pelo menos 10.000 eventos por amostra na região das 

células nucleadas e as análises foram realizadas pelo programa FlowJo. 
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Inicialmente, a porcentagem de micronúcleo 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 padrão com um intervalo de confiança de 

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

benzo[]pireno 3,2 e NaCl 1,88 (Figura 18). 

 
Figura 18 - Porcentagem de micronúcleo 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 sódio); 
BZP (benzo[]pireno). Valores de p ** <0,0029, *** <0,0009 

 

As análises dos resultados foram feitas a partir da análise de variância One-way 

ANOVA seguidas pelo teste de Tukeye foi possível observar diferença significativa nas 

amostras com e sem ativação de S9 quando os controles negativos do ensaio (controle de 

células e cloreto de sódio) foram comparados com os controles positivos (mitomicina C e 

benzo[]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 concentração de 4 µg/mL foi de 5,59 e para o benzo[]pireno na concentração de 3 

µg/mL foi de 3,2. BRYCE e colaboradores (2011), em dados de literatura mostraram que a 

mitomicina C na concentração de 4 µg/mL apresentou %MN médio de 5,58 em células CHO-

K1, entretanto nesse mesmo estudo foi avaliada a %MN da mitomicina C na mesma 

concentração 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 

avaliação da %MN por citometria de fluxo do benzo[]pireno na concentração de 3 µg/mL, o 
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valor da %MN médio foi > 4%. Sendo assim, foi possível avaliar que os valores médios da 

%MN obtidos nesse trabalho corroboram os dados de literatura e podem ser classificados 

como genotóxicos por apresentar um p-valor<0,05 (DIAZ et al., 2007). Após a validação do 

ensaio, também foram avaliadas as %MN do extrato de Centella asiatica, castanha da índia, 

hamamélis virginiana, cafeína, 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 

padrão com um intervalo de confiança de 95% de três ensaios independentes do extrato de 

Centella asiatica. Osvalores médios da %MN sem S9 nas concentrações 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 concentrações nas mesmas concentrações foramde 1,61; 1,77; 1,8, 

respectivamente. 

 
Figura 19 - Porcentagem de micronúcleo 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 
sódio); BZP (benzo[]pireno). Valor de p **** <0,0001 

 

As análises dos resultados foram feitas a partir da análise de variância One-way 

ANOVA seguidas pelo teste de Tukey. O extrato de Centella asiáticas em S9 (p-valor 

0,8066) e com S9 (p-valor0,5648) não apresentaram diferença significativa quando 

comparado ao controle de células, sendo considerado potencialmente não genotóxico.  

KUPRADINUN e colaboradores (2011) avaliaram o potencial anticlastogênico do 

extrato de Centella asiatica quando ratos machos foram tratados com agentes clastogênicos 

diretos, como a mitomicina C, e indiretos, como a ciclofosfamida e 7, 12-
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dimetilbenzantraceno (DMBA) pelo teste in vivo de micronúcleo em eritrócitos. Os ratos 

foram tratados com 12,5 e 25% do extrato de Centella asiatica e a partir da análise do sangue 

periférico coletado, os autores mostraramredução dosreticulócitos micronucleadosno 

sangueperiférico, na concentração de 25% do extrato quando os ratos foramtratados 

comagentesclastogênicos diretos e indiretos. Entretanto, a concentração de 12,5% resultou no 

aumento dos reticulócitos micronucleadosnosangueperiférico induzidos pelo DMBA. Esse 

estudo sugere que extrato de Centella asiatica na concentração de 25% pode apresentar um 

efeito quimioprotetor contra agentes genotóxicos. 

SONDHI e colaboradores (2010) mostraram a inibição do dano ao DNA induzido por 

H2O2pelacastasterona isolada das folhas de Centella asiatica pelo ensaio cauda de cometa, 

esse ensaio é utilizado comintuito de quantificar as lesões e identificar os efeitos do reparo no 

DNA em células de mamíferos. As células de linfócitos humanos quando expostas ao H2O2 

mostraram dano significativo ao DNA, entretanto ao adicionar a catosterona nas 

concentrações 10-10M e 10-9M nas células que foram expostas ao H2O2,resultou naredução 

significativa do dano ao DNA. 

SIDDIQUE e colaboradores (2009) observaram o efeito da adição do extrato de 

Centella asiatica nas concentrações de 1,075×10-4, 2,125×10-4 e 3,15×10-4 g/ml em células de 

linfócitos humanos que foram tratadas com o agente genotóxico (etinilestradiol) pelo teste de 

troca de cromátides irmãs e micronúcleo, 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 

padrão com um intervalo de confiança de 95% de três ensaios independentes do extrato de 

castanha da índia. Os valores médios da %MN sem S9 nas concentrações 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 concentrações 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 micronúcleo das células CHO-K1 submetidas ao extrato de castanha da índia 
com e sem S9, por citometria de fluxo. CC (controle de células); MTMC (mitomicina C); NaCl (cloreto de 
sódio); BZP (benzo[]pireno). Valor de p **** <0,0001 

As análises dos resultados foram feitas a partir da análise de variância One-way 

ANOVA seguidas pelo teste de Tukey. O extrato de castanha da índia sem S9 (p-valor 

0,8572) e com S9 (p-valor0,5013) não apresentaram diferença significativa quando 

comparado ao controle de células, o extrato foi considerado potencialmente não genotóxico.  

Dados de literatura mostraram que, não foi apresentada atividade teratogênica ao 

administrar diferentes concentrações do extrato de castanha da índia em ratos e coelhos, já no 

teste de Ames, um ensaio que utiliza bactérias paradeterminaro potencial demutações 

genéticas de substâncias químicas, aotratar as cepas de Samonella typhimirium TA98 com os 

extratos secos e fluídos foi constatado baixa atividade genotóxica do extrato de castanha da 

índia (EMEA, 2012). 

Przybojewska e colaboradores (1994) avaliaram a potencial atividade carcinogênica da 

-escina (principal constituinte químico da castanha da índia) pelos testes de Ames, reparo de 

DNA e micronúcleo, a -escina não apresentou potencial mutagênico ou genotóxico em 

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

Na Figura 21, foram representados os resultados da média de seis replicatas ± desvio 

padrão com um intervalo de confiança de 95% de três ensaios independentes do extrato de 

hamamélis. Os valores médios da %MN sem S9 nas concentrações 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 concentrações 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 micronúcleo 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 sódio); 
BZP (benzo[]pireno). Valor de p **** <0,0001 

 

As análises dos resultados foram feitas a partir da análise de variância 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) não apresentaram diferença significativa quando 

comparado ao controle de células, elefoi considerado potencialmente não genotóxico.  

Dados de literatura mostraram que, o extrato aquoso de hamamélis não teve atividade 

mutagênica no ensaio com células de ovário de hamster chinês (CHO) com ou sem ativação 

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

EMEA (2009) verificou que o extrato aquoso de hamamélis não apresentou 

genotoxicidade pelo teste de Ames em cinco cepas de Samonella TA1535; TA97; TA98; 

TA100 adicionando ou não substâncias hepáticas (S9) de ratos ou hamster.  

DAUER e colaboradores (2003) avaliaram que a catequina e os taninos (substâncias 

químicas 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 

são potenciais agentes atimutagênicos nesse estudo. 

Na Figura 22, foram representados os resultados da média de seis replicatas ± desvio 

padrão com um intervalo de confiança de 95% de três ensaios independentes da cafeína. Os 

valores médios da %MN sem S9 nas concentrações 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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concentrações 0,000185; 0,000375; 0,00075 mg/mL foram de 2,01; 2,50; 2,57, 

respectivamente. 

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

 

As análises dos resultados foram feitas a partir da análise de variância One-way 

ANOVA seguidas pelo teste de Tukey foram realizadas. A cafeína sem S9 (p-valor 0,3104) e 

com S9 (p-valor 0,0188) não apresentaram diferença significativa quando comparada ao 

controle de células, a cafeína foi considerada potencialmente não genotóxica. 

ABRAHAM (1991) expôs os camundongos machos a compostos tóxicos (7,12-

dimetilbenz[]antraceno, benzo[]pireno, aflotaxina B1 e uretano), mas também administrou 

125, 250 e 500 mg/kg de café, o ensaio de micronúcleo em células de medula óssea constatou 

que quando os camundongos foram expostos a 250 e 500 mg/kg de café ocorreu inibiçãoda 

proliferação de eritrócitos policromáticos micronucleados gerados pelos compostos tóxicos 

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 genotóxico em doses maiores ou 

iguais a 145 µg/mL. CHAKRABARTI e colaboradores (2017) observaram que as células de 

linfócitos humanos tratadas com cafeína nas concentrações 25, 50, 75 e 100 µg/mL foram 

consideradas potencialmente não genotóxicas pelo ensaio de cauda de cometa. No mesmo 

estudo, as células receberam um co-tratamento com uma substância química tóxica [orlistate 

A B
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(250 µg/mL)] e cafeína (50, 75, 100) e foi constatado que a cafeína reduziu a toxicidade do 

orlistate de forma dose dependente. 

Na Figura 23, foram representados os resultados da média de seis replicatas ± desvio 

padrão com um intervalo de confiança de 95% de três ensaios independentes do Blend. Os 

valores médios da %MN sem S9 nas concentrações 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 concentrações 0,00005375; 0,0001075; 0,000215 mg/mL foram de 0,70; 0,57; 

0,57, respectivamente. 

 
Figura 23 - Porcentagem de micronúcleo 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 sódio); BZP 
(benzo[]pireno). Valor de p **** <0,0001 

 

As análises dos resultados foram feitas a partir da análise de variância 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) não apresentaram diferença significativa quando comparado ao 

controle de células, o extrato foi considerado potencialmente não genotóxico.  

Cabe ressaltar que não foram encontrados dados de literatura com as três plantas 

juntas em um único extrato (Ptychopetalum olacoides Bentham e Trichilia catigua Juss 

enriquecido com Pfaffia paniculata), além de não ter dados referentes ao potencial genotóxico 

do Ptychopetalum olacoides Bentham e Trichilia catigua Juss, sendo assim só foi possível 

realizar a discussão do Pfaffia paniculata. 
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É importante ressaltar que, a Pfaffia paniculata é considerada o Ginseng brasileiro e a 

discussão foi realizada com o termo Panax ginseng (RATES; GOSMANN, 2002). KHALIL e 

colaboradores (2008) verificaram a inibição da proliferação de micronúcleos induzidos pelo 

EDTA nas células de medula óssea de ratos albinos machos tratados com o 20 mg/kg do 

extrato de Panax ginseng pelo teste de micronúcleo.  

MORIMOTO e colaboradores (1982) avaliaram o potencial mutagênico do extrato 

seco da raiz de Panax ginseng diluído em água (100 mg/mL) pelo teste de Ames com as cepas 

TA98 e TA 100 do S.thyphimurium, o extrato foi considerado potencialmente não genotóxico.   

Na Figura 24, foram representados os resultados da média de seis replicatas ± desvio 

padrão com um intervalo de confiança de 95% de três ensaios independentes do Ecoblend. Os 

valores médios da %MN sem S9 nas concentrações 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 

concentrações 0,0125; 0,025 mg/mL foram de 1,28; 0,94; 1,88, respectivamente, 

 
Figura 24 - Porcentagem de micronúcleo 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 sódio); BZP 
(benzo[]pireno). Valor de p **** <0,0001 

As análises dos resultados foram feitas a partir da análise de variância One-way 

ANOVA seguidas pelo teste de Tukey. O Ecoblend sem S9 (p-valor 0,7082) e com S9 (p- 

valor 0,2593) não apresentaram diferença significativa quando comparadoao controle de 

células, sendo assim esse extrato foi considerado potencialmente não genotóxico.  
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Dados mostraramque, o picão preto em concentrações menores ou iguais a 5% não foi 

considerado potencialmente genotóxico no ensaio de micronúcleo em células de sangue 

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

COSTA e colaboradores (2008) avaliaram o potencial mutagênico do extrato de Biden 

spiosa L. extraído pelo método de infusão e decocção com o teste in vitro de cauda de cometa 

e micronúcleo em células de hepatoma de rato. Nesse estudo os autores verificaram um 

potencial genotóxico da infusão do extrato em concentrações maiores ou iguais a 4%, 

enquanto para a decocção foi observado um potencial genotóxico nas concentrações de 1, 2 e 

4%no teste de cauda de cometa, entretanto no ensaio in vitro de micronúcleo foram testadas 

as concentrações de 2 e 4% da infusão e decocção do extrato de Bidens pilosa L. e o mesmo 

foi considerado potencialmente não mutagênico. Provavelmente, em nosso estudo não foi 

encontrado um potencial genotóxico do extrato na concentração de 5% devido à diferença do 

solvente (água e glicerina) e tipo celular utilizado no teste in vitro de micronúcleo. 

Na Figura 25, foram representados os resultados da média de seis replicatas ± desvio 

padrão com um intervalo de confiança de 95% de três ensaios independentes dos Solventes. 

Os valores médios da %MN 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. 

 
Figura 25 - Porcentagem de micronúcleo 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 sódio); BZP 
(benzo[]pireno); Solvente Ecoblend, solvente Blend e solvente Mapric. Valor de p **** <0,0001 
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As análises dos resultados foram feitas a partir da análise de variância One-way 

ANOVA seguidas pelo teste de Tukey. Ossolventes sem S9 (pvalor = 0,6490) e com S9 (p- 

valor0,6124) não apresentaram diferença significativa quando comparados ao controle de 

células, os mesmos foram considerados potencialmente não genotóxico conforme o esperado, 

pois os solventes não devem interferir na integridade celular, uma vez que são apenas veículos 

para solubilização dos extratos. 

Cabe ressaltar que as triagens de toxicidade foram realizadas com o intuito de 

selecionar as concentrações que não causassem um efeito citotóxico, fototóxico e genotóxico 

para utilizar no teste de eficácia do estudo. 

 

4.9 Co-cultura tridimensional de células 3T3-L1 e endotélio para o teste de eficácia 
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 adipócitas para 

representação do tecido adiposo e determinação das concentrações dos ativos que seriam 

utilizados no teste de eficácia. Sendo assim, o teste de eficácia foi realizado na co-cultura 3D 

de células 3T3-L1 diferenciadas e endoteliais com o intuito de padronizarum novo modelo 

para avaliação in vitro de eficácia de ativos cosméticos voltados para a redução e/ou aumento 

de lipídios intracelulares. Dessa forma, os ativos desse estudo foram adicionados nas 

concentrações que apresentassem viabilidade ≥80% fornecidas pelo teste de citotoxicidade na 

co-cultura 3D. Os resultados representam a média de três replicatas ± desvio padrão com um 

intervalo de confiança de 95% de três ensaios independentes, foi possível observar uma 

diminuição na quantidade de lipídeos presente na co-cultura 3D dos seguintes ativos Centella 

asiatica, castanha da índia, hamamélis, cafeína e Blend, visto que a absorbância é menor em 

comparação ao controle (células 3T3-L1 diferenciadas em adipócitos) (Figura 26). 
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Figura 26 – Absorbância da co-cultura tridimensional de células 3T3-L1 e endotélio após a 
exposição aos ativos. A. Controles do ensaio: A. CC (controle de células); INDIF (co-cultura sem 
diferenciação para adipócitos); DIF (co-cultura diferenciada para adipócitos); B. Centellaasiatica; C. 
Castanha da índia; D.Hamamélis; E. Cafeína; F. Blend; G. Ecoblend; H. SolventeEcoblend, solvente 
Blend e solvente Mapric. Valores de p ** <0,0030; *** <0,0006; **** <0,0001 

 

As análises dos resultados foram feitas a partir da análise de variância One-way 

ANOVA seguidas pelo teste de Tukey, os ativos Centella asiatica, castanha da índia, 

hamamélis, cafeína, Blend, Ecoblend e solventes apresentaram diferença estatística quando 

comparadas com o controle de células e os valores de p estão descritos na legenda a Figura 

24. Enquanto o Ecobidens (pvalor = 0,4184) e os solventes (pvalor = 0,4012) não 

demonstraram diferença significativa. Cabe ressaltar que, o perfil do gráfico dos solventes já 

era esperado, porque o solvente de cada extrato não deve interferir na eficácia dos ativos. 
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Os extratos de plantas são ricos em princípios ativos. Dessa forma, as diversas 

aplicabilidades em formulações cosméticas são devido às diferentes características que cada 

composto químico proporciona, exemplificando dados de literatura, reportaram que alguns 

flavonóides e ácidos fenólicos diminuem os níveis intracelulares de triglicerídeos e da enzima 

glicerol-3-fosfato desidrogenase na cultura celular de adipócitos 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 acúmulo de lipídios intracelulares nos adipócitos quando comparados 

com o controle de células. Corroborando dados de literatura que verificaram o efeito lipolítico 

do extrato de Centella asiatica na concentração de 0,02% em monocultura de adipócitos pelo 

teste de Oil Red O, a lipólise é o processo de hidrólise dos triacilglicerídeos para formar 

glicerol e ácidos graxos livres sendo assim foi observado que o extrato de Centella asiatica 

reduziu a quantidade de lipídios intracelulares, consequentemente a redução de lipídios 

intracelulares auxilia na melhora do aspecto da pele com celulite (HASHIM et al., 2011). 

IWASHITA; YAMAKI; TSUSHIDA e colaboradores (2001) sugerem que a inibição da 

diferenciação dos pré-adipócitos em adipócitos pela quercitina (um dos flavonóides presentes 

no extrato de Centella asiatica) está diretamente relacionada com a inibição da enzima 

glicerol-3-fosfato desidrogenase que é responsável pela síntese de lipídios. THOLON e 

colaboradores (2002) citaram que ao tratar as células de adipócitos humanos com o extrato de 

Centella asiatica, o ativo gerou aumento dos níveis intracelulares de AMPc (um dos 

precursores da lipólise) resultando na redução da quantidade de lipídios intracelulares devido 

à presença de altas concentrações de ácidos graxos não esterificados no meio de cultura. 

O extrato de castanha da índia quando adicionado na co-cultura 3D demonstrou ser um 

potencial redutor do acúmulo de lipídios intracelulares nos adipócitos quando comparados 

com o controle de células. Estudos demonstraram que a esculetina (uma cumarina presente no 

extrato da castanha da índia) reduziu significantemente o acúmulo de lipídios durante o 

período de diferenciação dos adipócitos quando comparados com o controle de células e foi 

constatada uma inibição no acúmulo de lipídios em aproximadamente 70% na concentração 

de 100 µM (KIM; LEE, 2017). CALS-GRIERSON (2007) analisou o possível efeito 

modulador de extratos botânicos nos canais de aquagliceroporina-7 (AQP7) nos adipócitos, a 

AQP7 é uma proteína da membrana plasmática expressa exclusivamente em adipócitos e pode 

ser um canal de entrada e saída do glicerol gerando a hipótese de que facilitando a abertura 

desse canal resultaria na perda de glicerol intracelular e redução do tamanho dos adipócitos, 
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dessa forma um dos extratos testados foi o de castanha da índia em células 3T3-L1 

diferenciadas em adipócitos nas concentrações de 0,128; 0,64; 3,2 µg/mL e a partir do ensaio 

de quantificação de liberação de glicerol foi observado que o extrato teve um efeito inibidor 

moderado dose-dependente na modulação da liberação de glicerol intracelular, entretanto esse 

estudo sugere que estudos devem ser realizados para verificar se o extrato aumenta os níveis 

de atividade do AMP-cíclico um precursor da lipólise. KIM e LEE (2015) constaram que a 

esculetina reduziu significantemente o acúmulo de lipídios em células 3T3-L1 diferenciadas 

em adipócitos pela supressão dos principais marcadores de diferenciação de adipócitos 

PPARγ, C/EBPα, e aP2, além de aumentar os níveis de atividade do AMPc.  

O extrato de hamamélis quando adicionado na co-cultura 3D demonstrou ser um 

potencial redutor do acúmulo de lipídios intracelulares nos adipócitos quando comparados 

com o controle de células. Dados de literatura demonstraram o potencial efeito inibidor do 

acúmulo de lipídios intracelulares de células 3T3-L1 diferenciadas em adipócitos após a 

adição do ácido tânico, o ácido tânico pertence à classe dos taninos que é um dos principais 

constituintes do extrato de hamamélis (FAN et al., 2013). FANG e colaboradores (2008) 

verificaram que o kaempferol (um dos constituintes químicos do extrato de hamamélis) 

apresenta um potencial efeito inibidor da diferenciação de pré-adipócitos em adipócitos, dessa 

forma evitando o acúmulo de lipídios intracelulares. COLEMAN (2001) citou que o extrato 

de hamamélis é utilizado em formulações para a melhora do aspecto da pele com celulite 

devido à propriedade de estimulação da circulação sanguínea e linfática além de ser um 

potencial inibidor da fibroesclerose no tecido adiposo, a fibroesclerose é quando o tecido de 

sustentação adquire uma característica mais fibrosa e a circulação sanguínea e de líquidos 

intersticiais fica comprometida. 

A cafeína é um composto sintético e quimicamente definido diferente dos extratos 

utilizados nesse estudo. Ao adicionar a cafeína na co-cultura 3D foi possível observar um 

potencial efeito redutor do acúmulo de lipídios intracelulares nos adipócitos quando 

comparados com o controle de células. Dados de literatura também demonstraram que a 

cafeína inibiu e reduziu significantemente o acúmulo de lipídio intracelular de forma dose 

dependente após a completa diferenciação celular (dia 10) para 86,5 ± 9,2%; 86,5 ± 12,1%; 

74,4 ± 4,0% nas concentrações 0,25; 0,5 e 1 mM, respectivamente (NAKABAYASHI et al., 

2008). HASEGAWA; MORI (2000) observaram que a cafeína na concentração 2,4 µg/mL 

apresentou um potencial efeito lipolítico nas células 3T3-L1, sendo assim a cafeína pode 

afetar a secreção de catecolaminas que ativa os recepetores -adrenérgicos resultando no 
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aumento dos níveis de atividade do AMPc nas células e ativar a enzima lípase hormônio-

sensível no processo de lipólise. AKIBA e colaboradores (2004) citaram que a cafeína nas 

concentrações 0,1; 0,25; 0,5 e 1 mM inibiu de forma dose dependente a captação de glicose 

induzida pela insulina em células MC3T3-G2/PA6 diferenciadas em adipócitos e em células 

primárias de tecido adiposo marrom, os autores sugeriram que a inibição de captação de 

glicose pela cafeína pode estar relacionada a perda do transportador de GLUT 4 na membrana 

plasmática devido ao bloqueio da ativação da proteína kinase B podendo promover aumento 

da lipólise nas células adiposas. 

O Blend quando adicionado na co-cultura 3D demonstrou ser um potencial redutor do 

acúmulo de lipídios intracelulares nos adipócitos quando comparados com o controle de 

células. Dados de literatura demonstraram que a associação dos extratos de Ptychopetalum 

olacoides Bentham e Trichilia catigua Juss enriquecido com Pfaffia paniculata é comumente 

utilizada em formulações tópicas para a melhora do aspecto da pele com celulite, o extrato 

apresenta padronização de flavonóides e saponinas totais, o efeito lipolítico pode estar 

relacionado à modulação da atividade nos receptores -adrenérgicos a partir do bloqueio dos 

receptores  e elevação dos níveis de TNF- que previne o excesso de acúmulo de lipídios 

intracelulares e acelera o processo de lipólise, esse processo ocorre devido aos flavonóides e 

saponinas presentes no extrato (BABY et al., 2006; LONGHINI et al., 2017). ROBLES 

VELASCO e colaboradores (2017) realizaram um ensaio clínico 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 redução do edema, melhora da microcirculação local e do aspecto da pele com 

celulite, a eficácia do extrato pode estar relacionada às características antioxidantes, 

diminuição do dano oxidativo aos lipídios, redução da permeabilidade capilar resultando na 

melhora da microcirculação sanguínea e linfática, além de melhorar a inflamação, edemas e 

proteger os capilares. Cabe ressaltar que, não foram encontrados testes de avaliação in vitro 

de eficácia do Blend, entretanto foi possível observar que o extrato apresentou potencial efeito 

lipolítico tanto no ensaio in vitro como no in vivo.  

O Ecoblend quando adicionado na co-cultura 3D na concentração de 5% não mostrou 

diferença 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 

proliferação e acúmulo de lipídios intracelulares nos adipócitos (KR; ARTEMOV, 2012). Em 

contrapartida, LIANG e colaboradores (2015) demonstraram que o extrato de Bidens pilosa L. 
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nas concentrações de 0,5%; 1,5% e 2,5% tiveram um efeito dose-dependente na redução do 

teor de gordura, tamanho do adipócito e/ou no peso corporal dos camundongos, também foi 

verificado que o extrato de Bidens pilosa L. diminui significantemente a adipogenese e o 

acúmulo de lipídios intracelulares em células 3T3-L1, a redução pode estar associada com a 

regulação da expressão Egr2, C/ EBPs, PPAR, proteína adipocitária 2 e adiponectina.
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5 Conclusão 

A comparação de técnicas de viabilidade celular mostrou resultados 

semelhantespossibilitando a utilização de qualquer um dos mesmos.  

Na avaliação de citotoxicidade dos ativos em células endoteliais foi constatado que a 

Centellaasiatica, Slimbuster H e a cafeína foram mais citotóxicas nessa linhagem quando 

comparadas com as células Balb/c 3T3. 

Na avaliação de citotoxicidade dos ativos em células 3T3-L1 foi observado que a 

Centellaasiatica, hamamélis, Slimbuster H e cafeína apresentaram maior citotoxicidade do 

que nas células Balb/c 3T3. 

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

são considerados potencialmente não fototóxicos e não genotóxicos. 

Na avaliação 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 às células em monocamada, além de possibilitar a adição de concentrações mais 

próximas daquelas utilizadas em produtos. 

Para a avaliação de eficácia dos ativos no modelo in vitro de co-cultura3D de células 

3T3-L1 e endotélio foi constatado os ativos Centellaasiatica, castanha da índia, hamamélis, 

cafeína e Slimbuster H reduziram significantemente a quantidade de lipídios intracelulares 

nos adipócitos. 

Concluiu-seque foi possível avaliar a toxicidade in vitrodos ativos pelos ensaios 

recomendados pelos guias internacionais e nacionas de métodos alternativos. Aavaliação de 

ativos na co-cultura 3D de células 3T3-L1 e endotélio tiveram resultados promissores em 

relação à diminuição da quantidade de lipídios intracelulares e assim sugerem-se mais estudos 

com ativos lipolíticos, adipogênicos e lipogênicos. 
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