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Resumo

A utilizacdo de modelos animais para testes nas industrias cosmética e farmacéutica vem
sendo bastante questionada, tanto pela dor e desconforto causados, quanto pelas diferencas
fisioldgicas entre animais e humanos, as quais, causam respostas nem sempre coincidentes
com a resposta humana. O uso de adipdcitos humanos é uma alternativa viavel para a
avaliacdo da acédo de ativos na reducéo de gordura reduzindo a utilizagdo de animais para
testes de seguranca e eficacia de cosméticos e medicamentos em geral. O lipoaspirado foi
adquirido de pacientes do sexo feminino submetidas a lipoaspiragéo, sendo o isolamento de
células tronco mesenquimais (CTM) realizado por técnicas mecanicas. As células isoladas
foram submetidas a processo de diferenciacdo para obtencdo de adipdcitos, os quais foram
utilizados nos experimentos de citotoxicidade. Foram avaliadas quatro concentracdes de
cafeina (30, 15, 7,5, 3,75 mg/mL) e de cafeina com Alginato Siloxanetriol (50, 25, 12,5,
6,25 mg/mL), em placas de 96 pocos, incubadas a 37°C e 5% de CO; por 24 horas. A
viabilidade celular foi determinada por meio do corante vital Vermelho Neutro em leitora
de Microplacas (540nm. A fotomicrografia dos pocos revelou que as concentracbes mais
elevadas da cafeina reduzem os granulos de gordura no interior dos adipécitos, e que estas
mesmas concentra¢fes podem levar ao decréscimo da viabilidade celular. Com relacéo a
cafeina com Alginato Siloxanetriol, a viabilidade celular € maior, mesmo em concentracdes
mais altas (70%). Este fato se deve a menor concentracdo efetiva de cafeina presente no
ativo. Ressalta-se que, embora os resultados sejam positivos, os mesmos foram obtidos com
0 contato direto do ativo com as células, sendo necessario, portanto, estudos que
mimetizem a permeacgdo destes mesmos ativos na pele, chegando até as camadas
subcutaneas onde estdo alojados os adipdcitos, desta forma reduzindo a toxicidade e
comprovando a efetividade da cafeina como ativo redutor de gordura.
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1- Introducéo

No mercado cosmético, varios produtos utilizam a substancia pura ou modificada da
cafeina para tratamento estético contra a celulite (hidrolipodistrofia ginoide). Essa alteracdo
estética € um sistema complexo, que envolve as linfas e a microcirculacdo, caracterizando-
se pela presenca de depressdes na pele, assemelhadas a textura de “casca de laranja”, as
quais sdo observadas mais comumente nas coxas e nadegas das mulheres (RAWLINGS,
2006)

A cafeina é um composto quimico de formula CgH1oN4O, muito utilizado para
tratamentos estéticos da celulite. Trata-se de um alcaloide do grupo das xantinas, designado
quimicamente como 1,3,7-trimetilxantina. E largamente utilizada como um potencializador
da resposta lipolitica, pois inibe a fosfodiesterase, que degrada o AMPc (TARNOPOLSKY
1989). Além disso, estudos in vitro tém revelado a reducdo no tamanho dos adipdcitos
quando em contato com a cafeina, (RAMALHO & CURVELO, 2006).

Artigos mostram que a cafeina pura tem dificuldade em atravessar a barreira
cutanea, etapa limitante da penetracdo. De acordo com Rubio et al. (2011), por volta de
95% da cafeina pura permanece sobre a superficie da pele, sendo mantida a funcdo da
barreira cutanea. Em ensaios in vitro, a penetragdo transfolicular permitiu maior passagem
da cafeina para as regides epidérmicas (51%) e dérmicas (63,9%) (TRAUER et al., 2008).
Ainda, a absorcdo percutanea depende de muitos fatores: caracteristicas fisico-quimicas,
tamanho da molécula, coeficiente de particdo, solubilidade e atividade termodinamica,
entre outros (WILLIAMS, 2003).

No sentido de ultrapassar o estrato corneo, que constitui a principal barreira a
penetracdo da cafeina, e atingir o tecido subcutaneo, inimeras propostas relacionadas aos
fatores fisico-quimicos da cafeina tém sido apresentadas, como por exemplo, 0 aumento de
solubilidade, da estabilidade e/ou de permeacdo cutanea para, por fim, atingir a camada
subcutanea para cumprir com a sua atividade lipolitica. Entretanto, ha poucos estudos que
apontam quais sdo os niveis de permeacdo (porcentagem que atinge em cada camada da

pele) da cafeina.

Visando avaliar novos métodos para aumentar a permeacao cutanea da cafeina, é
necessario, em um primeiro momento avaliar a acdo do ativo sobre seu principal alvo, ou

seja, os adipdcitos, verificando seu efeito bioldgico e toxico. Assim, o presente estudo



avaliou a acdo da cafeina e da cafeina com Alginato Siloxanetriol diretamente sobre
adipdcitos obtidos por meio da diferenciagdo in vitro de células mesenquimais humanas

obtidas de lipoaspirado.

2. Objetivo

O objetivo deste trabalho foi determinar a citotoxicidade da cafeina e cafeina com
Alginato Siloxanetriol em adipdcitos diferenciados a partir de células mesenquimais
humanas visando a subsequente montagem de um sistema tridimensional equivalente a pele
humana para testar potenciais métodos de aumento da permeacdo da cafeina em modelos in

vitro.

3. Material e Métodos

Para o preparo das amostras, foram solubilizados 3% (p/v) de cafeina anidra e 5%
(p/v) de cafeina com Alginato Siloxanetriol em meio especifico para adipdcitos (descrito a
seguir). Foram testadas 4 concentracfes de cafeina (30, 15, 7,5, 3,75 mg/mL) e de cafeina
com Alginato Siloxanetriol (50, 25, 12,5, 6,25 mg/mL).

As células mesenquimais derivadas de gordura (ADSC) foram isoladas como
descrito previamente por Chung (2013). Resumidamente, os lipoaspirados foram lavados e
tratados com 0,075% de colagenase tipo | (Sigma-Aldrich) em DMEM (Gibco) durante 1
hora a 37°C em banho com agitacdo suave a cada 5 min. A digestdo por colagenase foi
entdo inativada pela adicdo de um volume igual de meio padrdo de cultura de células
(DMEM — Low Glucose suplementado com 10% de soro fetal bovino (Hyclone: Fetal
Clone I11) e 1 % de penicilina/estreptomicina (todos da marca Gibco)). A fragcdo do estroma
vascular foi sedimentada por meio de centrifugacdo a 1200g durante 5 min. O sobrenadante
foi descartado, e o botdo celular ressuspenso e submetido a um filtro de células de 100 um
para remocdo dos fragmentos de tecido ndo digeridos. As celulas foram novamente
centrifugadas e o botdo celular ressuspenso em meio padréo de cultura de células a 37°C
numa atmosfera de 5% de CO2. As ADSC’s foram cultivadas até a confluéncia e passadas
com tripsina a 0,05%, sendo utilizadas até a passagem 4 para todos 0s ensaios de cultura in

vitro.



Para a etapa de diferenciacdo das ADSC em adipdcitos, estas foram semeadas em
placas multipocos na densidade de 1 x 104 células/cm2 em meio padrdo para este tipo
celular (DMEM — Low Glucose suplementado com 10% de soro fetal bovino (Hyclone:
Fetal Clone Ill), 2% de Glutamina e 1 % de penicilina/estreptomicina (todos da marca
Gibco)) a 37°C numa atmosfera de 5% de CO2 por 3 dias. Passado este periodo, as trocas
de meio foram efetuadas a cada 3-4 dias por 14 dias com o meio completo para
diferenciacdo adipogénica StemPro® Adipogenesis Differentiation kit (Invitrogen)
(STACEY etal., 2009).

Ap0ls 24 horas de contato entre as amostras e as células, foi adicionado o corante
vital Vermelho Neutro (NR) e as placas foram incubadas por 3 horas para a captura pelo
corante pelas células vidveis. Apds esse periodo foi realizada a medida de absorbancia, a
540 nm, em espectrofotdmetro de placa Multiskan EX 355, Thermo Electron Corporation
(NIH, 2001; ICCVAM, 2006; OECD/GD 129, 2010).

4. Resultados e Discussao

Os adipdcitos tem um papel critico no fornecimento de energia do organismo, e seu
crescimento envolve tanto o aumento do tamanho das células quando a formacéo de novos
adipocitos. Vérios hormonios e fatores de crescimento interferem na diferenciacdo dos
adipécitos, tanto positiva, quanto negativamente. Somente extensivos estudos sobre os
adipdcitos podem esclarecer aspectos fisiologico, patofisioldgicos e 0s mecanismos do
desenvolvimento do tecido adiposo (GREGOIRE et al, 1998).

Atualmente o método mais comumente utilizado para o estudo de agentes
antilipoliticos e a utilizacdo de células mesenquimais que apds serem diferenciadas em
adipdcitos sdo submetidas a diversos ativos, sintéticos ou naturais (RAYALAM et al.,
2008; SOHLE et al, 2009, SU et al., 2013).

A construcdo de uma pele equivalente contendo inclusive o tecido adiposo pode ser
uma alternativa aos testes em animais para o estudo farmacoldgico de moléculas
relacionadas ao emagrecimento ou mesmo no estudo de substdncias ativas para o
tratamento estético da celulite (LEQUEUX et al, 2011).



Com a finalidade de eleger um pardmetro de comparacdo para determinar a
equivaléncia dos modelos in vitro, foi realizado um teste de citotoxicidade em adipécitos
diferenciados a partir de células mesenquimais humanas obtidos de lipoaspirado (figura 1).

Figura 1. Lipoaspirado obtido de cirurgia plastica Fonte: autor.

Os testes de citotoxicidade devem ser realizados a fim de avaliar se substancias em
teste apresentam comportamento citotoxico. E um teste onde células sdo expostas a
substancias quimicas podendo-se obter taxa de morte celular (apoptose) ou taxa de
viabilidade celular e prever o potencial toxico in vivo (OECD 129, 2010; OECD 194,
2014). Este teste permite averiguar os efeitos toxicos ou anti-proliferativos da amostra-teste

em culturas celulares.

O NR é um corante vital responsavel por incorporar o corante em lisossomos, assim
guanto mais intensa a cor na leitura da absorbancia maior a viabilidade celular e menor a
toxicidade (OECD 129, 2010).
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Figura 2. Gréfico representando a citotoxicidade da cafeina em adipdcitos utilizando

como corante vital o NR.



Na figura 2 podemos notar que a concentracdo citotoxica IC 50 (concentragdo
toxica para 50% das células) da cafeina em adip6citos é de 3,83 mg/mL, enquanto a
concentracdo segura IC10 (age apenas sobre 10% das células) é de 14,934 mg/mL.

No entanto, ao avaliarmos a curva de citotoxicidade da cafeina com Alginato
Siloxanetriol podemos notar que esses valores aumentam, passando a IC 50 para 30,530
mg/mL enquanto a IC10 é de 14,910 mg/mL (figura 3).
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Figura 3. Grafico representando a citotoxicidade da cafeina com Alginato
Siloxanetriol em adipdcitos utilizando como corante vital o NR.

Este fato pode ser explicado pela quantidade real de cafeina presente no complexo,
0 que levaria a uma menor citotoxicidade, ja que a diferenca entre as duas amostras foi de

apenas 2%, porém a quantidade de cafeina presente no complexo pode ser menor.




Figura 4. Fotomicrografias dos adipdcitos apds a realizagdo do teste de citotoxicidade, sendo (A) o controle
sem tratamento onde a seta indica a célula repleta de gordura, (B) adipdcitos submetidos a concentragéo de
6,25 mg/mL de cafeina com Alginato Siloxanetriol, (C) adipécitos submetidos a concentragdo de 25 mg/mL
de cafeina com Alginato Siloxanetriol onde a seta indica inicio da morte celular com diminui¢&o dos granulos
de gordura, (D) adipdcitos submetidos a concentracdo de 3,75 mg/mL de cafeina anidra e (E) adip6citos
submetidos a concentracéo de 30 mg/mL de cafeina anidra onde a seta indica células mortas j& sem grénulos
de gordura.

Ao analisarmos as fotomicrografias da figura 4 é possivel notar uma diminuicéo
proporcional da quantidade de grénulos de gordura dentro das células conforme aumenta a
concentracdo dos ativos, indicando que antes da morte celular ocorre uma eliminacdo da
gordura, efeito esse devido a acdo da cafeina, um inibidor da fosfodiesterase que degrada o

AMPc (SHUM et al., 1997; MAGALHAES et al, 2012).

Silverberg et al (2012) desenvolveu um trabalho relacionado a a¢do da cafeina sobre
fibroblastos humanos, concluindo que a cafeina possui um efeito protetor sobre as células

humanas, ndo correlacionado ao efeito antioxidante do ativo.
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Ja Mori et al (2009) estudou a acéo de diversos extratos sobre o tecido adiposo de
ratos Wistar comparando-os a atividade da cafeina. Os resultados mostraram que no
modelo utilizado o extrato aumentava a agdo da lipolise.

Utilizando também adipdcitos de ratos Nakabayashi et al (2008) investigou a acao
da cafeina como um agente anti-obesidade e concluiu que a cafeina e seus metabolitos

reduzem o lipideo intracelular e estimulam a entrada de glicose pelos adipdcitos 3T3 — L1.

Por fim, Velasco et al (2008) avaliou a acdo cafeina e da cafeina com Alginato
Siloxanetriol in vivo utilizando ratos Wistar de 21 dias. A avaliacdo histologica determinou
que a cafeina gerou uma reducdo de 17% no didmetro das células quando comparados ao
controle, e que o tecido adiposo dos animais tratados com a cafeina com Alginato
Siloxanetriol apresentou uma diminui¢do de 16 % no didmetro das suas células, reduzindo

26% do numero de células adiposas.

Diante do exposto é possivel notar que ndo existe uma metodologia especifica e ja
padronizada para determinar a acdo da cafeina ou outros agentes lipoliticos sobre os
adipdcitos o que torna o presente trabalho importante, j& que padroniza um método
especifico para determinar se apds a construcdo de um equivalente dermo-epidermico
acrescido de tecido subcutaneo podera ser utilizado para avaliar promotores de penetracao

cutanea fisicos na permeacédo de cafeina.

5. Concluséo

A cafeina anidra apresentou citotoxicidade nas concentracbes de 3,86 mg/mL,
enquanto a cafeina com Alginato Siloxanetriol apenas na concentracdo de 30,530 mg/mL,
quando aplicadas diretamente sobre adip6citos humanos diferenciadas a partir de células

mesenguimais obtidas de lipoaspirado.
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