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Clinicamente, a celulite é definida como uma alteragéo na topografia da pele que
ocorre principalmente em mulheres, na regido pélvica, abdémen e membros
inferiores, caracterizando-se pelo aspecto de “casca de laranja”. Etiologicamente,
celulite é definida como uma desordem metabdlica localizada do tecido
subcutaneo que provoca uma alteracdo na forma corporal, onde muitas estruturas
sdo alteradas na derme, na micro circulagédo e, também, no tecido adiposo.
Este fendmeno, por sua vez, estd associado com modificacbes morfologicas,
histoquimicas e bioquimicas na pele e resultam nas alteragdes que levam ao
desconforto estético e a aparéncia clinica da celulite. Partes destas alteracoes
decorrem do acumulo de lipideos no interior de adipécitos, células chave no
equilibrio lipdlise-lipogénese, o qual é visto hoje como uma unidade glandular
funcional capaz de promover uma relagcdo direta com o sistema nervoso central.
Pesquisas atuais indicam que a busca por substancias capazes de promover a
homeostase dermo-hipodérmica através de uma acao lipolitica direta, aliada ao
estimulo da producdo de fatores de crescimento, especialmente TGF-f e
GM-CSF, bem como de proteinas da matriz extracelular, como colageno,
elastina e GAGs, além de substancias reguladoras do metabolismo adipocitario.
Tendo em vista a complexidade clinica e estética da celulite, bem como as
alteracdes bioquimicas dérmicas e hipodérmicas, buscamos neste trabalho avaliar
os efeitos da associacdo entre o extrato oleoso dos gréos verdes de café
(Coffea arabica L.) (OC) e os fitoesterbis de canola (Brassica campestris L.) (F),
cuja combinacéo resulta no produto Slimbuster® L (SBL). Para isto, avaliamos
neste estudo os efeitos in vitro (fibroblastos e adipécitos humanos),
ex-vivo (fragmentos de pele humana) e clinicos (voluntarios humanos) de SBL,
OC e/ou F, utilizando metodologias e modelos experimentais que possibilitassem
a visao global do processo celulitico. Os resultados demonstram que SBL foi
capaz de estimular significativamente a lipélise, a sintese de leptina em cultura de
adip6citos humanos, a producdo de GM-CSF, TGF-, colageno, elastina e GAGs
em cultura de fibroblastos humanos, a contracdo de fibroblastos em gel de
colageno, bem como promover a melhora das caracteristicas histol6gicas gerais
da pele (ex-vivo). As fragbes isoladas (OC e F) também demonstraram efeitos
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importantes e distintos, sendo estes mais pronunciados para OC e potencializados
quando ambos sao associados (SBL). Os resultados clinicos demonstram que o
produto Slimbuster® L foi bem apreciado pelas voluntarias quanto aos itens
“facilidade de aplicacdo”, ‘pele mais lisa” e “pele mais macia”, “atenuacdo de
celulite” e “reducao de gordura”, especialmente apbs 60 dias de utilizacdo de uma
locdo corporal contendo 3,0% (p/p) do produto. Os resultados das medidas
instrumentais obtidos demonstram que o produto foi capaz de reduzir
significativamente as medidas na regido da coxa (superior, mediana e inferior),
sendo esta diminuicdo centimétrica observada em aproximadamente 30% do
painel em D30 e em 50% do painel em D60. As demais areas avaliadas - abdome,
pernas e quadris - ndo apresentaram significancia estatistica, porém devem ser
levadas em consideracdo, pois apresentaram forte tendéncia apds 60 dias de
aplicagéo da logao corporal, indicando uma possivel melhora significativa com o
uso prolongado. A andlise adipométrica das voluntarias demonstrou também forte
tendéncia de redugdo da taxa de gordura localizada nas regides do abdome,
supra-iliaca, supra-espinal e coxa proximal. A espessura da hipoderme através da
ultrassonografia (ecografia) possibilitou observar uma reducéao superior a 2% nas
regides da coxa e abdome em aproximadamente 70% do painel em todos os
tempos experimentais avaliados (D30 e D60). De acordo com todos os resultados
obtidos neste trabalho, podemos concluir que o produto Slimbuster® L pode ser
considerada uma ferramenta segura e eficaz na prevencéao e tratamento tépico da

gordura localizada e celulite.
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Cellulite is an alteration of the topography of the skin that occurs mainly in women
on the pelvic region, lower limbs and abdomen. It is characterized by a padded or
‘orange peel’ appearance. In according with its etiology, cellulite is defined as a
metabolic located disorder of the subcutaneous tissue that provokes an alteration
in the physical form, where many structures are alterated in the dermis,
in the microcirculation and within the adipocytes. This phenomenon is associated
to morphological, histochemical and biochemical modifications in the skin,
culminating in the alterations that lead to the aesthetic discomfort and to the clinical
appearance of the cellulitis. These alterations are consequence, in parts, from the
lipid accumulation into the adypocites, crucial cells in the lypolisis-lipogenesis
balance, and it is considerate as a glandular functional unity able to promote a
fine-tune interaction with the central nervous system. Recent studies indicate the
search for active substances with the ability of promote the dermo-hypodermic
homeostasis through lipolytic action, allied to the stimulus of the production of
growth factors, mainly TGF- and GM-CSF, proteins of extracellular matrix,
such as collagen, elastin and glycosaminoglycans, as well as substances ables to
regulate the adipocyte metabolism. According to the clinical and aesthetic
complexity of the cellulitis, as well as the biochemical alterations in the dermis and
hypodermis, in this work we evatuate the effects of green coffee seed oil
(Coffea arabica L.) and canola phytoesterols (Brassica campestris L.) (F),
whose association is the product Slimbuster L (SBL). In this way, we evaluate in
this study the effects of these compounds through in vitro, ex-vivo and clinical
assessment, using methodologies and experimental models that show the global
vision of the process of cellulites. The results demonstrate that SBL was able to
stimulate significantly the lipolysis, the synthesis of leptin in human adipocyte cell
culture, the production of GM-CSF, TGF-p, collagen, elastin and GAGs in human
fibroblast cell culture, the contraction of fibroblastos in collagen gel matrix,
as well as promoting the improvement of skin general histologic aspect.
The separated fractions (OC and F) also demonstrated important and different
effects, being this more pronounced for OC and when both (OC e F) are
associated (SBL). The clinical results demonstrate that Slimbuster L was well
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appreciated by the volunteers for the items “facility of application”, “more smooth
skin” and “shear it more me“ reduction of cellulite” and “reduction of fat
accumulation”, specially after 60 days use of a body lotion containing 3.0% (w/w) of
SBL. The results of the instrumental assessment obtained demonstrate that SBL
was able to reduce significantly the measures in the region of the thigh (superior,
medium and inferior), being this centrimetric reduction observed in approximately
30% of the panel at D30 and in 50% of the panel at D60. The other evaluated
areas - abdome, legs and hips - did not present statistical significance, however
they must be taken into account since they presented strong tendency after
60 days of application of the body lotion, indicating a possible improvement with
the time of use. The adipometric analysis of the volunteers demonstrated a strong
tendency of accumulated fat reduction in the areas of abdomen, supra-iliac,
supra-spinal and proximal thigh. The thickness of hypodermis measured by
ultrasonography (ecography) showed a reduction superior to 2% in the areas of the
thigh and abdomen in approximately 70% of the panel in the all experimental
evaluated times (D30 and D60). In according to the results presented in this work,
we can conclude that the product Slimbuster L can be considered a safe and
efficient tool in the prevention and topical treatment of the located fat and cellulite.
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Em uma primeira descricdo médica cientifica para o termo celulite,
Alquier e Paviot (1920) descreveram como sendo um processo celular
nao-inflamatadrio distréfico do tecido mesenquimal causado por uma desordem do
metabolismo da agua, o qual produzia uma saturagdo dos tecidos adjacentes
pelos liquidos intersticiais. Esta distrofia foi vista como sendo uma reagao local a

um estimulo traumatico, topico, infeccioso ou glandular (Rossi e Vergnanini, 2000).

O termo celulite teve sua origem na Franga, onde encontra-se descrito
na literatura médica ha mais de 150 anos (Scherwitz e Braun-Falco, 1978),
apresentando diversas sinonimias de relevancia clinica (Lotti et al., 1990; Rossi e
Vergnanini, 2000), as quais surgiram na tentativa de adequar a nomenclatura as
alteragdes histomorfologicas encontradas nesta disfungdo. Dentre elas,
destacam-se lipodistrofia (Rona et al., 2006; Terranova et al., 2006; Lucassen
et al., 1997), paniculopatia edemato-fibroesclerética (Terraniva et al., 2006),
hidrolipodistrofia (Gongalves et al.,, 2005; Medeiros, 2004; Francischelli et al.,
1999a; Francischelli et al., 1999b), adiposidade edematosa (Draelos, 2005;
Lotti et al., 1990), paniculose (Segers et al., 1984), lipoesclerose (Terranova, 2006)
e fibroedema geldide (Milani et al., 2006). Em partes, estas denominagdes diferem
em relagdo a sua patogenicidade e aspectos morfolégicos, porém devido a
pluralidade de nomenclaturas, acredita-se que este seja o motivo de diversos

autores preferirem o termo celulite ou lipodistrofia gindide (GLD).

Apesar do forte impacto que apresenta tanto na area médica quanto na
midia, devido a auséncia de morbidade e mortalidade a ela relacionadas, a celulite
ndo pode ser verdadeiramente considerada uma condigdo patologica (Lotti et al.,
1990; Avram, 2004). Desta forma, a celulite permanece, ainda, como uma

desordem estética que acomete um grande numero de individuos.

Considerado um problema cosmeticamente inaceitavel que a maioria
das mulheres apresenta em alguma etapa da vida, a celulite € descrita por
Goldman (2002) como um estado fisioldgico normal na mulher pds-adolescente
que apresenta um maior acumulo de gordura como preparagdo para uma futura

gravidez ou lactacdo (Goldman, 2002; Rawlings, 2006). Segundo Avram (2004),
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entre 85% e 98% das mulheres apresentam, apos a puberdade, algum grau de
celulite, incidindo em todas as ragas, porém em maior numero em mulheres

caucasianas (Nurnberger e Muller, 1978; Draelos, 2001; Avram, 2004).

Clinicamente definida como uma alteragdo na topografia da pele que
ocorre principalmente em mulheres, na regiao pélvica, abdébmen e membros
inferiores, caracterizando-se pelo aspecto de “casca de laranja”, a celulite foi
considerada durante anos, como uma alteragao estética da superficie cutanea
(Binazzi e Grilli-Cicioloni, 1977; Binazzi, 1983; Curri, 1991; Ciporkin, 1992; Rossi e
Vergnanini, 2000).

1.1- Etiopatogenia e histopatologia

Etiologicamente, celulite é definida como uma desordem metabdlica
localizada do tecido subcutdneo que provoca uma alteragdo na forma corporal,
sendo muitas vezes confundida com obesidade. No entanto, na obesidade,
histologicamente, somente hipertrofia adipocitaria e hiperplasia sao observadas,
enquanto que na celulite, muitas estruturas sido alteradas na derme,
na microcirculagéo e, também, no tecido adiposo. Este fenébmeno, por sua vez,
esta associado com modificagdes morfolégicas, histoquimicas e bioquimicas
relacionadas a pele (Binazzi e Papini, 1983; Chimenti et al., 1983; Perin et al.,
2000; Pierard et al., 2000), e resultam nas alteracbes que levam ao desconforto

estético e a aparéncia clinica da celulite.

A lipodistrofia do tecido adiposo, representada por aproximadamente
25% do peso corporeo das mulheres e caracterizada visualmente por seu aspecto
de “pele acolchoada”, acomete a superficie da pele em decorréncia do aumento
excessivo do volume dos adipécitos organizados em lébulos no tecido conectivo.
Em parte, este fendbmeno esta associado com uma insuficiéncia do tbnus venoso e
com um aumento da permeabilidade capilar, ambos contribuindo para o aumento

da infiltragdo e acumulo de agua na pele (Franchi et al., 2003).
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A parte mais externa do tecido adiposo, denominada tecido adiposo
areolar, é organizada em septos interlobulares de tecido conjuntivo (Rawlings,
2006; Alchorne, 2000; Segers et al., 1984; Corlett, 1989 e Nurnberger e Muller,
1978). Estes septos fibrosos apresentam proje¢des perpendiculares nas mulheres
e obliquas nos homens, o que também determinaria ou diferenciaria
0 aparecimento da celulite entre os sexos (Terranova et al., 2006; Rao et al., 2005;
Querleux et al., 2002; Guirro e Guirro, 2002; Piérard et al., 2000; Francischelli
et al., 1999a, Rosenbaum et al., 1998; Draelos e Marenus, 1997; Lucassen et al.,
1997 e Nurnberger e Mller, 1978).

Naturalmente, a celulite pode acometer quaisquer areas do corpo que
apresentam tecido subcutaneo, porém certas regides sao mais susceptiveis,
como, por exemplo, coxas e nadegas, podendo também ser encontrada nas
mamas, abdémen inferior e umeros, coincidentemente areas de maior incidéncia
de tecido paniculo adiposo nas mulheres. Entretanto, a celulite pode ser
encontrada em qualquer regido do corpo onde ha um excesso de tecido adiposo
depositado, ndo sendo a obesidade um pré-requisito para seu surgimento
(Querleux et al., 2002).

Alguns autores consideram o desenvolvimento ou agravamento da
celulite como dependentes de um fator hormonal, uma vez que é praticamente
inexistente de forma natural em homens e desenvolve-se apenas apds o inicio da
puberdade em mulheres. Em homens, quando aparece, a celulite esta ligada a
patologias relacionadas a deficiéncia de andrégenos, como sindrome de
Klinefelter, hipogonadismo, estados pds-castrativos e em alguns pacientes em

terapia estrogénica para cancer prostatico (Querleux et al., 2002).

Segundo Terranova et al. (2006), existem trés grandes teorias
atualmente sendo exploradas que explicam sua etiopatogenia (Terranova et al.,
2006).

Na primeira teoria, a celulite é caracterizada por um edema no tecido
conjuntivo, causado principalmente pelo acumulo de proteoglicanas no meio

extracelular, que levam consigo grande quantidade de agua (Wanitphakdeedecha
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e Manuskiatti, 2006; Avram, 2005; Guirro e Guirro, 2002; Piérard et al., 2000;
Francischielli et al., 1999%; Rosenbaum et al., 1998; Draelos e Marenus, 1997;
Sanchez et al.,, 1994; Lotti et al.,, 1990). Estes autores atribuem a causa a um
aumento na hidrofilia do tecido, provocando um edema crdnico que resulta em

fibrose localizada.

Outros autores explicam a celulite como consequéncia de uma
alteracdo microcirculatoria, com compressao do sistema venoso linfatico
(Distante et al., 2006; Rao et al., 2005; Sadick e Mulholland, 2004; Francischelli
et al.,, 1999?; Lotti et al., 1990). Smith (1995) e Rossi (1996) relatam que o fluxo
sanguineo nas regides afetadas pela celulite € 35% menor, quando comparadas
as regides nado comprometidas (Smith, 1995; Rossi, 1996). Segundo Binazzi e
Cicilioni (1977) e Terranova et al. (2006), esta alteragdo circulatéria esta
relacionada a adiposidade, e durante o estagio inicial da celulite é possivel
verificar histologicamente adipécitos com formas e tamanhos diferentes, além de
edema e dilatagdo linfatica (Binazzi e Cicilioni, 1977; Terranova et al., 2006).
Além disso, a celulite pode estar associada a insuficiéncia venosa crdnica,
uma vez que ambas as condi¢des partilham sinais e sintomas comuns, incluindo a
presenca de teleangiectasias e micro-hemorragias, sintomas parestéticos - como
intensidade, repuxamento nos membros inferiores e dor a apalpacéao-,
e diminuicdo da temperatura da superficie da pele na regido afetada (Binazzi e
Grilli-Cicioloni, 1977 e Rossi e Vergnanini, 2000). Muitos estudos de flucxometria
utilizando o ultrassom Laser Doppler tém demonstrado uma redugdo de
aproximadamente 35% no fluxo sanglineo nas regides acometidas pela celulite
(Smith, 1995).

A Ultima teoria € baseada no posicionamento perpendicular dos septos
interlobulares do tecido subcutaneo feminino (Smalls et al., 2006; Terranova et al.,
2006; Quatresooz et al., 2006; Piérard et al., 2000; Rao et al., 2005; Querleux
et al., 2002; Guirro e Guirro, 2002; Piérard et al., 2000; Francischelli et al., 1999a;
Rosenbaum et al., 1998; Draelos e Marenus, 1997; Lucansen et al., 1997;
Nurnberger e Muller, 1978).
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A figura 1, elaborada por Mirrashed et al. (2004), demonstra
esquematicamente um diagrama da estrutura da pele com 5 zonas distintas e
possibilita a compreensao da invasdao do tecido subcutdneo sobre a derme

adjacente.

Figura 1- Diagrama esquematico da pele demonstrando 5 zonas distintas:
a camada cinza superficial € denominada epiderme; zona 1: derme;
zona 2: extrusao da hipoderme na derme; zonas 2 a 5: alta, média e

baixa parte da hipoderme (Mirrashed et al., 2004).

Fink et al. (2006), defendem a hipétese de que a celulite é decorrente
da deformacado do tecido adiposo, porém associada a perda da integridade do
colageno da regido afetada (Fink et al., 2006). Existem ainda alguns autores que
associam a celulite a inflamagao, com a presencga de células que sugeririam um

processo cronico no local afetado (Avram, 2005; Draelos e Marenus, 1997).

Mirrashed et al. (2004) e Querleux et al. (2002), afirmaram a diferencga
de posicionamento de septos fibrosos entre mulheres e homens por meio de

exames de ressonancia magnética. Além disso, observaram que os Iébulos de
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gordura nas mulheres sdo maiores, o que pode também favorecer o aparecimento
da desordem (Mirrashed et al., 2004; Querleux et al., 2002).

Devido a essa organizacdo dos I6bulos de gordura nas mulheres,
o0 aumento do volume do tecido adiposo leva-o ao envaginamento na derme, que,
somado a falta de distensibilidade dos septos, favorece o aparecimento da pele
acolchoada, caracteristica da celulite (Avram, 2005; Rao et al., 2005; Medeiros,
2004; Guirro e Guirro, 2002; Piérard et al., 2000; Franscischelli et al., 1999a,
Rosenbaum et al., 1998; Draelos e Marenus, 1997; Rossi, 1996).

Outro aspecto importante no quadro da celulite diz respeito as
alteragdes dérmicas observadas no local afetado. Querleux (2004), observou em
seu estudo feito por meio de ressonancia magnética que ha invaginagdes do
tecido adiposo na derme, mostrando grande heterogenicidade em sua diregcao
(Querleux, 2004). Estes parametros explicam o comprometimento de fibras de
colageno e elastina na derme inferior, favorecendo o desenvolvimento de marcas

cicatriciais (estrias) na regido, bem como uma excessiva flacidez localizada.

1.2- Integridade da pele e envolvimento da unidade matricial

Segundo Holbrook (1983), pele é definida como um conjunto de tecidos,
com organizagao estratificada, que reveste o corpo e apresenta componentes
estruturais e metabdlicos que trabalham em sintonia com o meio ambiente para
manter a saude do ser que envolve (Holbrook, 1983). Representando 10 a 12% do
peso corpoéreo, caracteriza-se como 0 maior 6rgao do corpo humano, com uma

area de aproximadamente 1,5m? e espessura média de 3mm (Breathnach, 1974).

Anatomicamente, a pele serve como uma barreira que separa 0 meio
externo da homeostase interna. Apresenta-se como um complexo 6rgdo com
multiplos tipos de células e estruturas, dividindo-se em trés camadas distintas:
derme, epiderme e hipoderme ou tecido subcutaneo. A primeira camada €

formada por epitélio pavimentoso estratificado e queratinizado. A derme,
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também chamada tecido conjuntivo da pele, por sua vez, é composta
principalmente de colageno e elastina. Fibras colagénicas representam 70-80%
do peso seco da pele e conferem a derme sua integridade estrutural e mecanica.
Apesar de presente em menor proporcao, a elastina desempenha a importante
propriedade elastica da pele, representando 2-4% da matriz extracelular (MEC)
(Tzaphlidou, 2004). E nesta camada que estdo os vasos sangiiineos, linfaticos e
nervos (Sousa e Vargas, 2004; Guirro e Guirro, 2002; Alchorne, 2000). A derme
sobrepde a hipoderme, a camada mais profunda da pele, formada por tecido
conjuntivo frouxo, que une de maneira pouco firme a derme aos 6érgaos

subjacentes (Peyrefitte et al., 1998).

A denominada unidade matricial-intersticial € formada por células-
especialmente fibroblastos, o0s quais sao responsaveis pela sintese de
macromoléculas da matriz celular, a qual engloba tecido fibroso
(fibras colagénicas, elasticas e reticulares), proteoglicanas, glicoproteinas e acido
hialurénico. Enquanto o tecido fibroso € responsavel por resisténcia e suporte,
as demais proteinas sao responsaveis pela difusdo de nutrientes, metabdlitos e
horménios para o sistema circulatério através dos tecidos intersticiais.
As glicosaminoglicanas tém propriedades hidrofilicas e ajudam a manter a pressao
osmotica intersticial, enquanto que as proteoglicanas desempenham um papel na
producdo de colageno por fibroblastos, bem como na sua distribuicdo
tridimensional (Ruggeri e Benazzo, 1984; Sainio et al., 2000). Ambos auxiliam no
aumento da quantidade de colageno e na reconstrugcdo da matriz extracelular
(Bartold e Wiebkin, 1981; Tzaphlidou, 2004). Estudos de microscopia eletrénica
das proteoglicanas, realizados em amostras de pele de individuos com celulite,
demonstraram precipitagdo de material granular com alta densidade de elétrons
nas paredes dos capilares dérmicos e adjacentes fibras de colageno e elastina na
derme, o que resulta no edema de glicosaminoglicanas e pode levar as alteragdes
nas fibras com consequente esclerose (Lotti et al., 1990; Rossi e Vergnanini,
2000).
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Todos estes eventos relacionam-se diretamente a proliferacdo e a
atividade de fibroblastos, a qual é controlada por nucleotideos ciclicos,
e sua atividade hormonal é afetada por receptores que ativam ou inibem a enzima
adenilato-ciclase, responsavel pela producao de AMP-ciclico local. Muitos fatores
podem modificar esta matriz, dentre elas: variacbes topograficas, idade,
estrogenos, gravidez, hipertireoidismo, diabetes, corticosterdides e radicais livres.
Alteracbes em fibroblastos, provocadas, por exemplo, por ac&o estrogénica,
causam acumulo de glicosaminoglicanas n&o-funcionais na derme e no tecido
conectivo perivascular, promovendo a hiperpolimerizagdo destas proteinas e
aumento de sua hidrofilicidade. Isto causa retencdo de agua (edema) e um
aumento na viscosidade do liquido intersticial, o que gera trocas celulares e,
consequentemente, compressdo dos vasos, provocando hipoxia tecidual
(Ciporkin et al., 1992). A hipéxia formada no local é responsavel pela formagao de
colageno afuncional e consequente alteracdo na sua fungao fisiolégica normal e

no seu proprio mecanismo de feedback (Mirrashed, 2004).

1.3- O tecido adiposo como o6rgao endocrino e centro regulador do

metabolismo

De composicdo hidrolipidica, a hipoderme ¢é representada em
aproximadamente 85% por componentes graxos (98% ftriglicerideos,
2% de colesterol e poucos acidos graxos livres) e 15% por constituintes hidréfilos
(especialmente agua, sendo que aproximadamente 60% encontra-se no meio

extracelular) (Kersten et al., 2001).

Dependendo da regido e do grau de nutricdo do organismo,
a hipoderme apresenta uma espessura variavel de tecido adiposo que,
ao se desenvolver, formara o paniculo adiposo, proporcionando protegcao contra o

frio e choques mecanicos (Rossi et al., 1993).
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Para garantir a sobrevivéncia de todas as espécies, mesmo em
condigbes de escassez de nutrientes no meio ambiente, os mamiferos séo
capazes de estocar o excesso de calorias consumidas e nao requisitadas para
suprir suas necessidades metabdlicas imediatas, como lipidios (triacilgliceréis) e
carboidratos. Os lipideos, por serem hidrofébicos, podem ser armazenados em
grandes quantidades, dispensando a participagdo da agua como solvente,
e contém, por unidade de massa, mais do que o dobro de energia armazenada
que os outros dois componentes, fornecendo mais energia metabdlica quando

oxidados (Fonseca-Alaniz et al., 2006).

O balancgo energético é determinado diretamente pelo equilibrio entre o
acumulo e a quebra da gordura armazenada, originando um processo denominado

lipogénese-lipdlise (Stich e Berlan, 2004).

No processo de lipdlise os triglicerideos (TAG), forma de energia
armazenada no interior dos adipdcitos, séo hidrolisados em trés moléculas de
acidos graxos livres (NEFA) e uma molécula de glicerol (Yvan-Charvet et al.,

2007), conforme demonstrado na figura 2.

—
s Il'_'
/R; ¢’ \
I o~ \
I|'l’ C'-lso_l: —=Hs Lipases []:i-‘EOH III O \
R—C—O—CH o + 3HO ——~ HO—CH + Rx-C_ _ + 3H*
&HsO _J._‘_ B éHEOH |II O .'I
) \ C /
\ Ry /
\\. D
Triglicerideos Glicerol  Acidos graxos

Figura 2- Hidrdlise de trigicerideos (TAG) pela agao da enzima lipase: liberagao

de acidos graxos livres e glicerol.
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Os adipécitos sdo as unicas células especializadas e perfeitamente
adaptadas para armazenar lipideos sem que isso comprometa a sua integridade
funcional. Para isto, possuem a maquinaria enzimatica necessaria para sintetizar
acidos graxos (processo denominado de lipogénese) e estocar TAG em periodos
de oferta abundante de energia, e para mobiliza-los pela lipdlise quando ha déficit

caldrico (lipolise) (Lay e Dugail, 2009).

A regulacao desses processos ocorre por meio de nutrientes e sinais
aferentes dos tradicionais sistemas neurais e hormonais, e depende das

necessidades energéticas do individuo (Ahima e Flier, 2000).

O sistema nervoso autbnomo tem controle direto sobre o tecido adiposo
através de seus componentes simpatico e parassimpatico. A inervagao simpatica
relaciona-se principalmente com as agbes catabdlicas, tais como a lipolise
mediada pelos receptores (B-adrenérgicos e dependente da atividade da enzima
lipase horménio-sensivel (LHS). Por outro lado, o sistema nervoso parassimpatico
esta envolvido na execugao de efeitos anabdlicos sobre os depdsitos adiposos,
como a captagao de glicose e de acidos graxos estimulada pela insulina (Pénicaud
et al., 2000) (figura 3).
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Figura 3- Provaveis mecanismos intracelulares de regulacédo dos processos de

lipolise e lipogénese.

Nos mamiferos, existem dois tipos de tecido adiposo: o branco (TAB) e
o marrom (TAM). O adipdcito branco maduro armazena os TAG em uma unica e
grande gota lipidica que ocupa de 85-90% do citoplasma e empurra o nucleo e
uma fina camada de citosol para a periferia da célula. E interessante ressaltar que,
durante seu desenvolvimento, a célula jovem contém multiplas goticulas de
lipidios, que coalescem para formar uma inclusdo lipidica unitaria com o
amadurecimento celular. Os adipécitos brancos maduros sao células grandes,
muitas vezes maiores que hemaceas, fibroblastos e células do sistema imune,
e podem alterar acentuadamente seu tamanho (volume e didmetro) conforme a
quantidade de TAG acumulada. A proporcao de lipidios no TAB pode ocupar até
85% da massa total do tecido, sendo o restante da massa representado por agua
e proteinas (Pondi et al, 2001). O TAM é especializado na producédo de calor
(termogénese) e, portanto, participa ativamente na regulacdo da temperatura

corporal. Os depésitos de TAM estao praticamente ausentes em humanos adultos,
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mas sao encontrados em fetos e recém-nascidos. O adipécito marrom pode atingir
60um de didmetro, sendo, geralmente, muito menor que o adipdcito branco,
que tem um tamanho médio de 90-100um. E uma célula caracterizada pela
presenca de varias goticulas lipidicas citoplasmaticas de diferentes tamanhos,
citoplasma relativamente abundante e nucleo esférico e ligeiramente excéntrico.
Apresenta um grande numero de mitocOndrias que, por nao possuirem o
complexo enzimatico necessario para a sintese de ATP, utilizam a energia
liberada pela oxidagdo de metabdlitos, principalmente acidos graxos, para gerar

calor (Cannon e Nedergaard, 2004).

Além dos adipdcitos, o TAB é formado por uma matriz de tecido
conjuntivo (fibras colagenas e reticulares), tecido nervoso, células do estroma
vascular, nodulos linfaticos, células imunes (leucdcitos, macréfagos), fibroblastos e

pré-adipdcitos (células adiposas indiferenciadas) (Ahima e Flier, 2000) (figura 4).
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Figura 4- Interacdo entre adipocitos brancos unioculares e tecido conectivo
(fibras).
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Embora a sua participagdo na termogénese seja desprezivel,
a capacidade funcional do TAB é bem mais ampla e abrangente.
Possui distribuigdo generalizada pelo organismo, envolvendo, ou mesmo se
infiltrando, por quase toda a regidao subcuténea, por 6rgaos e visceras ocas da
cavidade abdominal ou do mediastino e por diversos grupamentos musculares
para os quais oferece protegdo mecanica, amenizando o impacto de choques e
permitindo um adequado deslizamento de feixes musculares, uns sobre os outros,
sem comprometer a sua integridade funcional. Por ser um excelente isolante
térmico e pela distribuicdo mais abrangente, incluindo derme e tecido subcutaneo,
tem papel importante na preservagdao da temperatura corporal. Pela sua
capacidade de armazenar energia (cerca de 200.000 a 300.000Kcal em adultos
nao-obesos) e de fornecé-la quando necessario, assume o status de mais
importante sistema tamponante para o balango energético (Fonseca-Alaniz et al.,
2006; Fonseca-Alaniz et al., 2007).

Nos ultimos 15 anos, com a descoberta da sua capacidade de secretar
horménios, grande importancia foi atribuida ao seu papel enddcrino.
Estes horménios, denominados de adipocinas, revolucionaram os conceitos sobre
a sua funcao bioldgica, consolidando a idéia de ser ndo apenas um fornecedor e
armazenador de energia, mas um o6rgdo dindmico e central da regulagéo
metabdlica (Bartness e Bamshad, 1998; Trayhurn, 2007).

Dada a diversidade estrutural das adipocinas e a variedade de fungdes
ja identificadas, pode-se dizer que elas compreendem desde proteinas
relacionadas ao sistema imune-fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e
interleucina-6  (IL-6)-, a fatores de crescimento-fator transformador de
crescimento-f (TGF-B) e fator estimulador de colbnias para granulécitos e
macrofagos (GM-CSF)- e proteinas da via alternativa de complemento (adipsina).
H4, ainda, adipocinas envolvidas na regulagdo da presséo (angiotensinogénio),
da coagulagdo sanguinea (inibidor do ativador de plasminogénio 1, PAI-1),
da homeostase glicémica (adiponectina, resistina, visfatina, leptina) e da
angiogénese (fator de crescimento endotelial vascular-VEGF) (7), além de varias
outras (Fruhbeck et al., 2001) (tabela 1).
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Tabela 1- Fatores protéicos e ndo-protéicos produzidos e secretados pelo tecido

adiposo branco. (adaptada de Fruhbeck et al., 2001).

Substancia

Principais Efeitos Bioldgicos

Leptina

Adiponectina

Resistina
TNF-a

Interleucina-6
Adipsina
ASP

Angiotensinogénio

PAI-1
Fator tecidual
VEGF

Visfatina

Monobutirina*
TGF-B

IGF-1
HGF
MIF

LLPT

CETP!
Apo-ET

Prostaglandinas*

Sinaliza o SNC sobre os estoques corporais de energia, estimula
lipdlise e oxidagao lipidica

Aumenta a sensibilidade a insulina, € antiinflamatério e atenua a
progressao da aterosclerose

Aumenta a resisténcia a insulina

Lipolitico aumenta o consumo energético e reduz a sensibilidade a
insulina

Pré-inflamatorio, lipolitico, reduz a sensibilidade a insulina

Ativa a via alternativa de complemento

Estimula a sintese de triacilglicerois no TAB

Precursor da angiotensina Il, envolvido na regulagdo da pressao
arterial

Inibe a ativacdo do plasminogénio, bloqueando a fibrindlise

Iniciador da cascata de coagulagéo

Estimula a proliferagdo vascular (angiogénese) no TA
Insulinomimético produzido predominantemente pela gordura
Visceral

Vasodilatador e indutor de neoformacao vascular

Regula uma série de processos no TAB, entre os quais proliferacao
de pré-adipécitos, diferenciacdo, desenvolvimento e apoptose de
adipdcitos. Bloqueia a diferenciacao de adipdcitos.

Estimula proliferacéo e diferenciagdo de adipdcitos

Estimula diferenciacédo e desenvolvimento de adipdécitos
Imunorregulador com atuagao paracrina no TAB
Enzima estimuladora da hidrolise de TAG de lipoproteinas
(quilomicrons e VLDL)

Transfere ésteres de colesterol entre lipoproteinas

Componente protéico das lipoproteinas, especialmente das VLDL
Reguladores de diversos processos celulares, atuam na inflamacéo,

coagulacao sangulinea, ovulagao e secregao acida gastrica
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Estrogenos* Produzido pela agdo da aromatase, sendo a principal fonte
estrogénica em homens e em mulheres ap6s a menopausa
Glicocorticéides* Gerado pela acdo da 11-hidroxiesterdide desidrogenase, tipo I,
que transforma cortisona em cortisol no TAB
Apelina Acbes biolégicas ainda ndo muito claras, relacionadas ao controle

dos estoques energéticos corporais

ASP: proteina estimulante de acilacdo; CETP: proteina de transferéncia de ésteres de colesterol;
HGF: fator de crescimento de hepatécito; IGF1: fator de crescimento insulina-simile-1; LLP: lipase
lipoprotéica; MIF: fator de inibicdo de migragdo de macréfagos; PAI-1: inibidor de ativagdo do
plasminogénio-1; SNC: sistema nervoso central; TAB: tecido adiposo branco; TAG: triacilglicerdis;
TGF-B: fator transformador de crescimento-f; TNF-a: fator de necrose tumoral-a; VEGF: fator de
crescimento endotelial vascular; VLDL.: lipoproteina de densidade muito baixa.

*Substancias ndo-protéicas; tProteinas sem agédo hormonal.

A leptina (LEP), a de maior destaque dentre as adipocinas,
foi identificada em 1994 como um produto do gene ob descrito em camundongos.
Uma cepa de camundongos obesos (ob/ob) apresentava um defeito genético que
resultava em nao-produgdo dessa proteina8. Esse animal apresentava,
entre outros sinais e sintomas, comportamento e fisiologia de animais em
constante jejum, com niveis elevados de corticosterona, incapacidade de se
manter aquecido, déficit de crescimento, acentuado hipogonadismo e apetite
exacerbado, gerando obesidade, resisténcia a insulina e diabetes melito
(Zhang et al., 1994; Fonseca-Alaniz et al., 2007).

Varios tecidos, além do adiposo, expressam LEP, como placenta,
adeno-hipdéfise, mucosa do fundo gastrico, musculatura esquelética e epitélio
mamario, embora, em termos globais, a maior ou menor producdo esteja
diretamente relacionada a massa de TA, pois 0s seus niveis circulantes estao
mais diretamente relacionados a quantidade de seu RNAmM neste tecido
(Zhang et al., 1994). Outros fatores metabdlicos e endocrinos contribuem para
regular a sua transcrigdo: a insulina apresenta relacéo diretamente proporcional
com os niveis de LEP (Fribeck, 2006).
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Glicocorticoides, estrégenos, citocinas inflamatérias e quadros de
infeccdo aguda aumentam, ao passo que baixas temperaturas, estimulagéo
adrenérgica, horménio de crescimento (GH), horménios tireoidianos, andrégenos,
melatonina e fumo parecem diminuir seus niveis. Exibe oscilagdo circadiana dos
seus niveis, pois ha aumento das concentragbes plasmaticas a noite

(Fonseca-Alaniz et al., 2007).

A LEP tem importante papel na regulagdo do balango energético,
apresentando duas agdes: 1) em uma populagao de neurdnios parvo-celulares do
nucleo arqueado (ARC) hipotalamico, estimula a expressao de neuropeptideos,
que induzem inibicdo da ingestdo alimentar (pro-6pio-melanocortina [POMC] e
transcrito relacionado a cocaina e anfetamina [CART]) e aumento do gasto
energético total, neste caso envolvendo uma populagédo de neurdnios similares do
nucleo paraventricular (PV) que promovem aumento do tbnus simpatico;
e 2) em outra populacdo de neurdnios do ARC, inibe a expressdao do
neuropeptideo Y (NPY) e peptideo agouti (AgRP), envolvidos no aumento da

ingestao alimentar e na redugéo do gasto energético (Schwartz et al., 2000).

Além desta importante funcéo lipostatica (mensurador de depdsitos
lipidicos do organismo), a LEP modula a reprodugao, a angiogénese, a resposta
imune, o controle da pressdo sanguinea, a osteogénese e a maturagao do eixo
reprodutivo. Deficiéncia ou insensibilidade a LEP estdo associadas a
hipogonadismo hipotalamico tanto em humanos como em roedores. Mutag¢des do
gene da LEP comprometem seriamente os ciclos menstruais na mulher.
Se, por um lado, a LEP ¢é essencial na puberdade e no ciclo reprodutivo, por outro
nao parece atuar na gestacdo e na lactagao (Frubeck, 2006; Farooqgi e O'Rahilly,
2009).

No sistema imune, a LEP aumenta a producgéo de citocinas, a adeséao e
a fagocitos e em macréfagos, além de estimular a proliferagdo das células T,

levando ao aumento da competéncia imunoldgica (Farooqi e O'Rahilly, 2009).
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O efeito angiogénico consiste na formacao de capilares in vitro em
cultura de células endoteliais, prolongando e aumentando a proliferagdo dessas

células.

A LEP promove uma resposta pressora atribuida a ativacdo do
simpatico central e uma resposta depressora atribuida a sintese local de NO,
indicando que atua de forma dual, produzindo simultaneamente uma acéao
pressora neurogénica e uma depressora humoral (Farooqgi e O'Rahilly, 2009).
Em relacdo ao metabolismo lipidico, a LEP ativa a adenilciclase, aumenta a
oxidagao lipidica no musculo esquelético e reduz a sintese de TAG no figado
(Schwartz et al., 2000).

Outra adipocina importante na regulagdo de uma série de processos no
TAB é o TGF-B. Dentre as atividades de TGF- como adipocina destacam-se a
regulacédo da proliferagdo de pré-adipdcitos e a diferenciagcédo, desenvolvimento e
apoptose de adipécitos. Por este motivo, mecanismos que estimulem a produgao
ou a atividade de TGF-Bf e seu receptor em adipécitos tem sido foco de
importantes pesquisas na area médica endocrinoléogica e dermatologica
(Brenmoehl et al., 2009).

Além do papel regulador do TGF-B sobre o TAB, fortes evidéncias
sugerem seu envolvimento na modulagdo bioquimica das reagdes cuténeas
relacionadas aos processos regenerativos e cicatriciais. Parte destes efeitos
deve-se, diretamente, a capacidade de TGF-B de estimular a sintese de fibras
dérmicas, especialmente colageno e elastina, além de induzir a transformagao de
fibroblastos em miofibroblastos, os quais possuem forte capacidade contratil,
acelerando o processo de regeneragao tecidual (Brenmoehl et al., 2009;
Chu et al., 2008; Zao et al., 2008). Levando em consideragao as alteragbes que
ocorrem na derme nos locais acometidos pelo acumulo de lipideos
(gordura localizada) comuns na celulite, compostos que possuam a capacidade de
estimular direta ou indiretamente a sintese de fatores de crescimento,

incluindo além de TGF-B, GM-CSF e EGF (fator de crescimento epidérmico),
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podem ser importantes ferramentas na melhora dos aspectos clinicos e estéticos

relacionados a celulite.

1.4- Critérios de classificacao e avaliacao da celulite

De acordo com as alteragdes histopatologicas, a evolugdo da celulite

pode ser dividida em quatro fases distintas (Rona et al., 2006; Guirro e Guirro,
2002; Curri, 1993; Terranova et al., 2006; Curri € Ryan, 1989; Distante et al., 2006;
Lucassen et al., 1997; Curri, 1991; Rossi, 1996).

Sao elas:

Primeira Fase: conhecida como congestiva simples, é caracterizada por
transtornos circulatorios. Ocorre hipertrofia das células adiposas por acumulo
de liquido que inunda o tecido e, a persisténcia desse quadro implica em
compressdao dos vasos mais importantes, com consequlente dilatagdo das
paredes venosas e aumento de sua permeabilidade, que resulta em escape de
liquido seroso para o tecido conjuntivo. E criado, entdo, um circulo vicioso onde
o aumento de liquido leva ao aumento da pressdo, da congestdo e dos

fendmenos de bloqueio;

Segunda Fase: floculagao e precipitagdo da substancia fundamental. O liquido
langado no tecido conjuntivo contendo todos os residuos das diferentes células
das regides adjacentes, ndo sendo utilizado, desempenha o papel de corpo
estranho, provocando reagbdes quimicas na tentativa de defesa contra estes
elementos. Ocorre o espessamento dos septos interlobulares, proliferacdo de
fibras colagénicas nao-funcionais, ficando o tecido com aspecto mais espesso

e consisténcia gelatinosa, agravando continuamente o quadro;

Terceira Fase: Fibrose. O aumento da densidade do tecido conjuntivo acarreta
em danos as fibras teciduais, dando origem ao tecido fibroso, de malhas

cerradas e densas que envolvem e comprimem vasos € hervos;
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e Quarta fase: barreira de estanque. Ha o espessamento do tecido conjuntivo
interadipocitario, o tecido fibroso torna-se constantemente mais cerrado e
endurecido até tornar-se esclerosado, isto €, muito rigido e firme, aprisionando
em malhas os nutrientes, residuos, lipideos e agua. Com este quadro,
ha uma irritagcdo constante das terminagdées nervosas no local, resultando em

dores a apalpacdo ou mesmo sem motivo aparente.

A pele tem seu aspecto alterado de acordo com a evolucao das fases.
Partindo desta observagdo macroscépica e do grau de comprometimento
microscopico citado acima, a classificacdo se da em quatro niveis, denominados
graus da celulite (Rona et al., 2006; Rao et al., 2005; Medeiros, 2004; Curri, 1991;
Guirro e Guirro, 2002; Rossi, 1996; Paschoal, 2000; Hexsel e Mazzuco, 2000;
Rossi e Vergnanini, 2000).

Sao eles:

e Grau |I: assintomatico ou latente. Sem alteragdes clinicas, somente

histopatolégicas;

e Grau Il: alteragbes somente visiveis a apalpagcdo ou contragcdo muscular.
Apresenta comprometimento circulatério, diminuigdo de temperatura e

elasticidade da pele;

e Grau llI: visivel mesmo sem a compressao dos tecidos, sujeitas a ficarem mais
aparentes com a compressao dos mesmos. Aspecto macroscoépico de casca de
laranja, observado com inspecgao simples. Presenga de nodulos a apalpagéao.

Pode haver alteragao de sensibilidade;

e Grau IV: comprometimento pode ser observado quando o individuo estiver em
qualquer posi¢cdao. Ha nodulos maiores e dolorosos, aderidos aos planos
profundos. Pele com aspecto “acolchoado”, enrugada e flacida. Ha fibrose como
fator predominante, ha sensibilidade aumentada a dor, podendo apresentar

comprometimento nervoso.
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A figura 5 (ia e ib, iia e iib e iiia e iiib) ilustra os diferentes quadros de

celulite, conforme graus classificatérios expostos acima.

(iii)

Figura 5- Diferentes graus da celulite: Grau Il (i), Grau Il (ii) e Grau IV (iii) em
repouso (a) e apos contragédo do gluteo (b). (Adaptado de Rossi e
Vergnanini, 2000).
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Para avaliar a celulite clinicamente, alguns exames podem ser
realizados para estabelecer o grau de comprometimento da regido afetada.
Dentre eles destacam-se a termografia, a ultrassonografia, a ressonéancia
magnética, o laser doppler, a bidpsia, a xerografia, a bioimpedancia, plicometria e
a fotografia (Rossi e Vergmanini, 2000; Rawlings, 2006). Considerados exames
rotineiros, de baixo custo e de alta relevancia clinica, a bioimpedéancia e a

plicometria sdo os mais utilizados na pratica clinica atual (Rawlings et al., 2006).

A bioimpedancia € um método que fornece dados sobre a relagao
gordura/massa magra do organismo por meio da aplicagdo de uma corrente
elétrica. Nao ha, no entanto, relagcao direta deste exame com a presenga ou nao
de celulite, mas é utilizado como parametro comparativo por muitos autores
(Rao et al., 2005; Medeiros, 2004; Francischelli et al., 1999; Lukaski, 1986).
A piclometria, por sua vez, € uma técnica que utiliza um instrumento capaz de
medir a espessura do tecido cutdneo por meio de dobras cutaneas e com isso
calcular a porcentagem de gordura corporal (Rona et al., 2006), podendo ser

utilizado com a mesma finalidade da bioimpedancia.

Outra técnica utilizada com certa frequéncia, especialmente para
comparacgao de resultados de tratamentos é a fotografia, porém a documentacgao
fotografica adequada da arquitetura e tonicidade da pele é relativamente dificil,
uma vez que sofre diversas interferéncias metodoldgicas (Gherardini et al., 1997;
Wanitphakdeedecha e Manuskiatti, 2006).

Cientificamente, apesar da sua alta incidéncia e do grande numero de
produtos cosméticos destinados ao seu tratamento, poucas investigagdes
diretamente relacionadas a celulite tém sido evidenciadas. Esta escassez,
consideravelmente, implica na dificuldade atual de tratar ou melhorar

esteticamente esta desordem cutanea.
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1.5- Evolucao do mercado e relevancia da utilizacao de produtos
dermocosmeéticos na pratica dermatoldgica atual

A busca por substancias que possam exautar a beleza ou reverter
pequenas imperfeigdes genéticas ou adquiridas através de mecanismos que
favorecam a homeostasia da pele, é ferramenta constante de pesquisa e
desenvolvimento na area cosmética e dermatoldgica. O crescimento da industria,
aliado ao dramatico avancgo cientifico na area quimica cosmética, tem aumentado
consideravelmente a relagdo entre dermatologistas e produtos cosméticos ou
cosmecéuticos. De acordo com Briney (2005), mais de US$ 230 bilhdes sdo
gastos anualmente, em todo o mundo, apenas em produtos dermocosméticos
direcionados aos cuidados com a aparéncia corporal, incluindo hidratantes,

anti-celuliticos e modeladores de silhueta (Briney, 2005).

A dermatologia, como ciéncia, tem evoluido com menos énfase na area
clinica patologica, apresentando um consideravel crescimento na area estética e
cirurgica (Millikan, 2001). Isto se deve principalmente a evolugdo na pesquisa
basica e clinica de grandes empresas da area cosmeética, impulsionada em parte
pelos centros de pesquisa farmacolégicos situados nos grandes centros.
De acordo com dados dos ultimos Congressos Mundiais de Dermatologia, aliados
ao crescimento das sociedades de dermatologia estética na maioria das regides
do mundo, dermatologistas buscam compostos mais seguros, com fun¢des mais
abrangentes, bem-estabelecidas e que possam trazer beneficios adicionais ao
paciente (Draelos, 2001). Segundo o FDA (Food and Drug Administration, USA),
a prescricdo dermatoldgica atual baseia-se na associacdo de compostos naturais
normalmente prescritos e bem aceitos na area farmacéutica, especialmente
aqueles com alta compatibilidade biolégica e aqueles considerados naturais

(Lupo e Cole, 2007).

Diante destas circunstancias, novos compostos que possuam
atividades antioxidantes, imunomoduladoras, reguladoras da homeostase cuténea,
bem como aquelas que possam modular a atividade do complexo sistema

endocrinolégico da pele, protetoras e possivelmente estimuladoras do
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metabolismo celular saudavel podem contribuir para atenuar as manifestagdes

estéticas decorrentes do processo celulitico.

Neste sentido, avaliamos neste trabalho os efeitos da aplicacdo da
associagdo de um extrato oleoso vegetal com rica composi¢do graxa,
em associagdo com fitoesterdis vegetais, essenciais antioxidantes e coadjuvantes
na regulacdo da homeostase celular e na agao de compostos sobre a membrana

celular ou intracelularmente.

1.6- Slimbuster® L

Slimbuster® L, objeto principal deste estudo, é um extrato concentrado
e modificado de materais insaponificaveis e PUFAs (acidos graxos
poliinsaturados) de 6leo de café verde e fitoesterdis vegetais esterificados de

Brassica Campestris (canola).

1.6.1- Oleo de Café Verde (Coffea arabica L.)

Desde a introducdo do café na Europa no século XVII, tem sido
constante o interesse sobre seus possiveis efeitos positivos e negativos sobre a

saude humana (Gross et al., 1996).

Grande parte dos estudos relacionados as propriedades farmacolégicas
do café atribui seus efeitos a cafeina, constituinte da fragdo polar de seus graos e
considerado seu principal ativo (Wheatley, 2005; Namba e Matsuse, 2002;
Gross et al., 1996). As principais agbes descritas para a cafeina séo a sua forte
capacidade estimulatéria sobre o sistema nervoso central e sua acao diurética
(Wheatley, 2005; Namba e Matsuse, 2002).

Além disso, ensaios biologicos realizados com outras por¢des da fragao
aquosa dos extratos de café tém sugerido seus efeitos antioxidantes, através de

sua capacidade protetora a agao de radicais livres (Andersen et al., 2006).
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As sementes de C. arabica apresentam diversos metabdlitos
secundarios bioativos, incluindo derivados do acido cafeico, em especial o acido
clorogénico, acidos graxos poliinsaturados - palmitico, estearico, oléico, linoléico e
araquidénico -, a-, B- e y-tocoferdis e diterpenos, todos conhecidos como fortes

antioxidantes (Namba and Matsuse, 2002).

Nos ultimos vinte anos, as atengdes do meio cientifico tém se voltado
para os efeitos bioldgicos dos principais diterpenos presentes nas sementes de
café - cafestol e kahweol (Di Simplicio et al., 1989; Mensink et al., 1995;
Miller et al., 1993; Miller et al., 1991; Weusten-Van der Woun et al., 1994).
Estes componentes, que se diferenciam apenas os quais parecem ser especificos
do café, sdo encontrados em ambas as variedades - C. arabica e C. robusta
(Lercker et al., 1995)-, predominantemente cafestol, e compreendem
aproximadamente 10 a 15% da fragéo lipidica das sementes) (Ratnayake et al.,
1993; Nikolova-Damyanova et al., 1998; Kim et al., 2004).

De maneira genérica, os diterpenos sao compostos contendo
aproximadamente 20 atomos de carbonos formados por 4 unidades isoprenos
(figura 6).

}x Lf Neor

Cafestol, Mw = 3:14,4
Kahweol,A

Figura 6- Estrutura dos diterpenos de C. arabica.
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De acordo com Nikolova-Damyanova et al. (1998), estes compostos
diterpénicos causam, em geral, estimulacdo da enzima adenilato ciclase,
responsavel pela conversdo de ATP em AMPc (Nikolova-Damyanova et al., 1998).
Este é o sinal intraadipocitario para que o mecanismo de lipdlise aconteca.
Além disso, tem sido demonstrado importante efeito antiinflamatério, devido a
inibicdo de ciclooxigenase-2, bem como antitumoral, para ambos cafestol e
kahweol (Cavin et al., 1998; Kim et al., 2004).

Além destes dois diterpenos, a fracao lipidica de C. arabica é ampla,
caracterizando-se também pela forte presenga de acidos graxos poliinsaturados
(PUFAs). Analises por CLAE/HPLC ou CG do extrato oleoso das sementes verdes
de C. arabica L., realizadas pelo nosso grupo de pesquisa, demonstraram a
presengca de acido palmitico (C16:0) 33,00%, acido estearico (C18:0) 9,10%,
acido oléico (C18:1) 9,00%, acido linoléico (C18:2) 42,90%, &cido linolénico
(C18:3) 1,20%, acido araquidénico (C20:0) 3,90% e acido behénico (C22:0) 1,00%
(Pereda et al., 2009). Os PUFAs, em geral, reduzem a lipogénese por diminuigdo
da sua expressao génica no figado, incluindo a da sintese de &acidos graxos
(Jump et al.,1994). Além disso, possuem comprovada ag¢ao antiinflamatoria,
cardioprotetora, anti-hipercolesterolemiante, antitumoral, antiaterogénicas e
antitromboticas (Steinberg, D, and Witztum, 1990; lllingworth et al., 1984;
Leat, A. & Weber, P.C, 1988; Mersmann, 2002).

1.6.2- Fitoesterodis de Canola (Brassica campestris)

Fitoesterdis sdo compostos com nucleo esteroidal encontrados em
plantas, especilamente em nozes, sementes oleaginosas e cereais - p. ex., canola,
soja e café -, formando uma grande familia de compostos (Jekel et al., 1998).
Enquanto as células animais possuem colesterol como unico esterol,

as plantas apresentam uma complexa mistura de esterois (Mora et al., 1999).

Os alcodis esteroidais possuem um grupo hidroxila no carbono 3 (Cs3) e
uma cadeia alifatica de 8 a 10 atomos de carbono no C47 do esqueleto esteroidal.

Quatro classes principais de alcodis esteroidais tém sido descritas:
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4-desmetilesterois (também chamado esterois), 4-monometilesterais,
4.,4"-dimetilesterdis (também chamados alcoois triterpénicos) e didis triterpénicos.
Geralmente, a distribuicdo dos esterdis é particular para cada espécie vegetal e
nao sofre alteragbes significativas pela selecdo ou hibridizagdo das plantas
(Vlahakis e Hazbroek, 2000). A maioria destes compostos apresenta um grupo
alquila (metil ou etil) em uma cadeia externa ao nucleo esterdlico e/ou
insaturagdes no nucleo esterdlico. Nos 6leos, sdo mais comumente encontrados
na forma de ésteres de acidos graxos, tornando-se soluveis em 6leo (Kamm et al.,
2001a).

Os 4-desmetilesterdis ocorrem em 6leos e gorduras € sdo comumente
chamados “esterdis” ou, no caso de Oleos vegetais, de “fitosterois”.
Em O6leos vegetais os fitoesterdis estdo presentes em niveis que variam de
40 a 15.000mg/Kg (Kamm et al., 2001b). A tabela 2 permite comparar as

porcentagens de fitoesterdis encontrados em outros 6leos vegetais.

Tabela 2- Composicao percentual média de fitoesterodis nos 6leos vegetais.

Oleo Vegetal % média de fitoesterdis totais
Oleo de palmiste 0,08
Oleo de palma 0,04
Oleo de oliva 0,11
Oleo de amendoim 0,24
Oleo de canola 0,62
Oleo de algoddo 0,43
Oleo de milho 0,85
Oleo de Soja 0,34
Oleo de Girassol 0,35
Oleo de Linhaca 0,43
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Os fitoesterdis mais comumente encontrados s&o o p-sitosterol,
estigmasterol e campesterol, e compreendem aproximadamente 80% do total de
fitosterdis contidos na maioria dos 6leos vegetais (Jekel et al., 1998). A figura 7

demonstra as estruturas quimicas dos principais fitoesterdis encontrados em

plantas.
HaC _CH . HC
HaC L ' :i = - He |
HiC . HC HC
HO HO HO
p-sitosterol Stigmasterol Brassicampestrol
CH,
HyC - He CH,
HsC ! HC L
HC HaC
HO H

Campestrol Sitostanol

Figura 7- Estrutura dos principais fitoesterois encontrados em plantas.

Estes compostos apresentam estrutura analoga ao colesterol,
mas diferem no tamanho da cadeia devido a presenga de um grupo etil na posi¢céao
Ca4. O estigmasterol possui ainda uma dupla ligagdo no Cy. Muitos estudos
apontam os esterdis como grupamentos essencialmente localizados na membrana

plasmatica de animais e plantas (Yeagle, 1985; Hartmann and Benveniste, 1987).

Nas células animais o colesterol esta envolvido na organizagéo e
permeabilidade da membrana e pode modelar muitas das atividades de proteinas
membranais (Yeagle, 1985; Mora et al, 1999; Yasukazu e Etsuo, 2003).

Assim como o colestrol, os fitoesterdis sdo habeis em modificar as propriedades

Introdugéo
71



estruturais e funcionais da dupla camada fosfolipidica das membranas celulares
(Demel e De Kruyff, 1976; Bloch, 1983; Rujanavech et al., 1986; Korstanje et al.,
1990; Mora, 1999). Esta capacidade dos fitoesterdis favorece a acédo de
compostos no interior das células, bem como facilitam o transporte de moléculas

intracelularmente (Kuhry et al., 1983; Mora et al., 1999).

Outros indicios dos efeitos biologicos dos fitoesterdis estao
relacionados a sua capacidade antioxidante, especialmente no combate a
oxidagdo de lipideos naturalmente presentes nas membranas celulares,

em decorréncia do processo de lipoperoxidacao lipidica (Yasukazu e Etsuo, 2003).
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2- OBJETIVOS
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Este trabalho teve como principais objetivos:

Avaliar a eficacia do Slimbuster® L (SBL) e de seus principais
componentes, Coffea arabica L. (6leo de café verde) (OC) e fitoesterdis de
Brassica campestris L. (F), na melhora da celulite e da gordura localizada
(Lipodistrofia Gindide), através da modulagcdo de mecanismos bioquimicos e

endocrinolégicos cutaneos utilizando metodologia in vitro e clinica.

Com o intuito de alcancar este objetivo, o trabalho foi dividido em
2 etapas:

= Estudos in vitro:
¢ Em fibroblastos humanos - avaliar os efeitos do SBL, OC e F sobre:

o A producao de TGF-beta e GM-CSF, fatores fundamentais envolvidos na
proliferacao celular e regeneracéao tecidual;

o A sintese de matriz extracelular viavel, quantificando a expressao de

colageno total, elastina e glicosaminoglicanos.

o Em fibroblastos humanos - avaliar a atividade de SBL sobre:

o A contragao de fibroblastos cultivados em gel de colageno, observando a
alteracdo de morfologia das células e possivel transformacdo em
miofibroblastos;

e Em adipécitos Humanos Maduro - avaliar os efeitos do SBL, OC e F
sobre:

o A producdo do horménio leptina, o qual esta diretamente relacionado a
lipogénese e a lipdlise, fatores extremamente importantes a serem

modulados no processo da melhora da celulite e da gordura localizada;
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o A lipdlise direta utilizando a técnica de quantificacdo de acidos graxos
livres (NEFA).

e Em adipécitos Humanos Maduros corados com AdipoRed® Reagent -

avaliar os efeitos de SBL de:

o A quantidade de lipideos intracelulares, demonstrando qualitativamente

o efeito lipolitico do produto.

¢ Em fragmentos de pele humana (ex-vivo) obtidas de cirurgia plastica
eletiva - avaliar a capacidade de SBL em:

o Melhorar as condi¢cbes gerais da pele.

» Estudos Clinicos: Avaliar em voluntarios humanos com quadro clinico de
celulite e gordura localiza, a eficacia da aplicacdo de uma logdo hidratante
contendo 3% p/p do produto teste, de forma a e qualificar os seguintes

parametros:

e Medidas antropométricas realizadas com auxilio de cinta métrica

padronizada;

e Avaliacao do indice de massa corpdrea (IMC) através da técnica do
adipbmetro;

e Avaliacao da espessura da hipoderme através da técnica de
ultrassonografia por ecografia (Tovo, 1994);

e Avaliacao da variacao do peso das voluntarias do estudo.
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3.1- Amostras-teste
3.1.1- Oleo de café verde

O Oleo de Café Verde (OC), de nome comercial MELSCREEN
COFFEE EL DEO foi fornecido pela Chemyunion Quimica Ltda (Sorocaba, SP,
Brasil). A andlise quantitativa da composi¢cdo quimica do OC foi realizada de
acordo com metodologias apropriadas desenvolvidas e validadas pela empresa.
A andlise da composicao graxa do OC realizada por cromatografia gasosa (CG)
demonstra o seguinte perfil: acido palmitico (C16:0)= 25,0-40,0, acido estearico
(C18:0)= 7,0-15,0%, acido oléico (C18:1)= 8,0-15,0%, acido linoléico
(C18:2)= 35,0-48,0%; acido linolénico (C18:3)= 0,1-3,0%, acido araquidico
(C20:0)= 2,0-5,0%. O conteudo de palmitato de cafestol € determinado por
CLAE/HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) e encontra-se na faixa de
concentragdo que varia de 10,0 a 20,0%. O laudo de andlise que contempla
também as demais analises fisico-quimicas e microbioldgicas especificadas para o

produto encontra-se anexo (anexo 1).

3.1.2- Fitoesterdis de canola

O produto Fitoesterois de Canola (F) consistem de ésteres de esterois
vegetais com &cidos graxos de canola e foi fornecido pela ADM Nutrition
(Archer Daniels Midland Company). Comercialmente, recebe o nome de
CardioAid™ -S.

3.1.3- Slimbuster® L

O Slimbuster® L (SBL) consiste da associacdo entre OC e F,
na propor¢do aproximada de 2:1. A sua fabricacdo € de responsabilidade da
Chemyunion Quimica Ltda (Sorocaba, SP, Brasil), estando registrado no INPI
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(Instituto Nacional de Propriedade Intelectual) sob o numero de patente
PI1 020060095443, de 29/06/2006. A analise quantitativa da composicao quimica
do SBL foi determinada de acordo com as metodologias elaboradas e validadas
pela empresa. A composicdo graxa do SBL realizada por cromatografia gasosa
(CG) demonstra o seguinte perfil: acido palmitico (C16:0)= 25,0-40,0,
acido estearico (C18:0)= 7,0-15,0%, acido oléico (C18:1)= 8,0-15,0%,
acido linoléico (C18:2)= 35,0-48,0%. O conteudo de palmitato de cafestol é
determinado por CLAE/HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) e
encontra-se na faixa de concentracdo que varia de 6,0 a 12,0%. Para o produto
SBL, devido a associagao, especifica-se o conteudo de fitoesterois (fitoesterdis
totais) determinado por CG, o qual obedece a faixa de concentracdo que varia de
12,0 a 21,0%. O laudo de analise que contempla também as demais analises
fisico-quimicas e microbiolégicas especificadas para o produto encontra-se anexo
(anexo 3).

3.2- Estudos in vitro
3.2.1- Linhagem de adipécitos humanos

Pré-adip6citos humanos criopreservados de origem subcutanea
(Poietics™, PT-5020) foram adquiridos da Cambrex/Lonza Biosciences
(Walkersville-MD). Os pré-adipécitos foram cultivados em garrafas de 25cm?
(Corning Inc, New York, NY) em estufa umida a 37°C em presenca de 5% de CO.,
com meio de cultura especifico, contendo 500 mL de meio de crescimento de pré-
adipocitos (PBM - Preadipocyte Basal Medium, PT-8200) suplementado com
50mL de soro fetal bovino (FBS - Fetal bovine Serum, PT-9000C),
5mL de L-glutamina (L-glutamine, PT9001C) e 5mL de uma associagdo de
antibiticos contendo penicilina e estreptomicina (Penicillin-Streptomycin,
PT-9002C).

O meio de cultura foi substituido duas vezes por semana e ao atingiram
aproximadamente 80-90% de confluéncia, as células foram tripsinizadas
(Trypsin-EDTA, Gibco/Invitrogen, Cat. 25200-072), neutralizadas com o préprio
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meio de cultura, centrifugadas 220g por 10 minutos e semeadas em placas de
24 pocos (Nunc, Roskilde, DM) na densidade de 1x10° células/pogo.

O processo de diferenciacdao dos pré-adipdcitos em adipécitos foi
iniciado 24 horas ap6s a semeadura das células nas placas através da
substituicdo do meio de crescimento pelo meio de diferenciacado de pré-adipécitos,
constituido por 500 mL do meio de crescimento de pré-adipdcitos (descrito acima),
2mL de insulina recombinante (h-Insulin, PT-9003C), 0,2mL de dexametasona
(Dexamethasone, PT-9004C), 0,4mL de indometacina (PT-9005C) e 0,2mL de
isobutilmetilxantina (IBMX - 3-Isobutyl-1-methylxanthine, PT-9006C). As células
foram mantidas com este meio de cultura por aproximadamente 10-15 dias,
até a completa diferenciacdo em adipdcitos, para posterior incubacdo com as

amostras a serem avaliadas.

3.2.2- Linhagem de fibroblastos humanos

Fibroblastos (FB) dérmicos humanos criopreservados (Clonetics™
NHDF-Normal Human Dermal Fibroblasts, CC-2511) na densidade de
aproximadamente 1x10° células/ampola foram adquiridos da Cambrex/Lonza
(Walkersville, MD). Os FB foram adicionados na densidade de 87.500 células em
garrafas de 25cm? (Corning Inc, New York, NY), cultivados e expandidos até pelo
menos a quinta passagem, em estufa imida a 37°C em presenca de 5% de COx,
utilizando meio de cultura especifico, contendo 500mL de meio de cultura basal
para fibroblastos (FBM - Fibroblast Basal Medium, CC-3131, Cambrex/Lonza)
suplementado com 10mL de SBF (Fetal Bovine Serum, CC-4101J), 0,5mL de uma
associacdo de antibidticos contendo gentamicina e  anfotericina-B
(GA-1000- Gentamicin Sulfate/Amphotericin-B, CC-4081J), 0,5mL de insulina
bovina (Insulin Bovine, CC-4021J) e 0,5mL de fator de crescimento de fibroblastos
humanos (rhFGF-B - r-Human Fibroblast Growth Factor-B, CC 4065-J).
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O meio de cultura foi substituido duas vezes por semana e ao atingiram
aproximadamente 80-90% de confluéncia, as células foram tripsinizadas
(Trypsin-EDTA, Gibco/Invitrogen, Cat. 25200-072), neutralizadas com o préprio
meio de cultura, centrifugadas (220 x g) por 10 minutos, contadas em camera de
Newbauer e semeadas em placas de 24 pocos (Nunc, Roskilde, DM) na
densidade de 1x10° células/poco para posterior irradiagdo e incubacdo as

amostras a serem avaliadas.

3.2.3- Protocolo de incubagdo das culturas celulares com as amostras
avaliadas

SBL, OC e F foram dissolvidos em meio de cultura especifico para cada
linhagem de célula ensaiada e entdo aplicados nas concentracées de 50,0, 25,0,
12,5, 6,25 e 3,12 mg/mL, com auxilio de uma dose nao cototoxica de Tween 20
(polissorbato 20). A selecdo destas doses foi baseada em ensaios prévios de
viabilidade/citotoxicidade celular através do método MTT.

Os adipécitos foram incubados com SBL, OC e F apds sua completa
diferenciacao e o sobrenadante da cultura foi coletado ap6s 2, 8 e 24 horas para a
quantificacdo de acidos graxos livres (AGL) e apos 48 horas para quantificacao de
leptina. Ap6s a retirada do sobrenadante, as culturas receberam AdipoRed® Assay
Reagent (PT-7009, Cambrex/Lonza Walkersville, MD) para coloracdo dos

triglicerideos intracelulares.

A cultura de fibroblastos, ap6s 48 horas de semeadura nas placas de
24 pogos foram incubados com as diferentes concentragbes das amostras.
O sobrenadante foi coletado ap6s 48 horas de incubagdo para mensuracao dos

niveis de colageno, elastina, glicosaminoglicanas, TGF- e GM-CSF.

Os fibroblastos também foram cultivados em gel de colageno
(3D Collagen Cell Culture System, Chemicon International, USA) na concentragao

de 1x108 cel/mL para avaliagdo da capacidade contratil apds tratamento com SBL.

Os experimentos foram conduzidos em triplicata.
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3.2.4- Determinacao da viabilidade/citotoxicidade celular

A viabilidade celular foi determinada por um método colorimétrico que
utiliza o corante MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo de difeniltetrazolium)
(Sigma Chemical, St. Louis, Mo.) (VISTICA et al., 1991; MOSMANN, 1983).
Esse ensaio é baseado na conversdao do brometo de tetrazolium amarelo (MTT)
para formazan azul pela enzima succinato desidrogenase mitocondrial nas células
viaveis. Fibroblastos humanos foram semeados na densidade de
1x10* células/poco em placas de 96 pocos (Nunc, Roskilde, DM). SBL, OC e F
foram dissolvidos em meio de cultura especifico e adicionados a placa de
96 pocos em uma diluicdo seriada na faixa de 100,0 a 0,195 mg/mL. A cultura foi
incubada por um periodo de 48 horas. O MTT foi entdo adicionado na cultura na
concentracdao de 5mg/mL (30ulL/pocgo) e incubado por mais 4 horas. O conteudo
do poco foi removido e 100 pyl de etanol foi adicionado com o propésito de
solubilizar os cristais de formazan formados. A absorbancia (A) de cada poco foi
determinada a 570 nm em um leitor de Elisa (LGC Biotecnologia, Brasil).
A viabilidade celular foi expressa em porcentagem e calculada conforme a

equacao:

] o absorbancia da amostra incubada com as amostras
% células viaveis = — x 100
absorbéncia do controle

3.2.5- Quantificacao de citocinas TGF-p e GM-CSF

TGF-p e GM-CSF foram quantificadas utilizando kits de ensaios
imunoenzimaticos (ELISA sanduiche) disponiveis comercialmente (DuoSet,
R&D Systems, Minneapolis, MN). 100uL do anticorpo monoclonal anti-citocina de
captura foi adicionado na placa de 96 pocos, que foi incubada por 12 horas a

temperatura ambiente (TA). Apds este periodo os pogos foram lavados com uma
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solucao de tampéo de lavagem (PBS/Tween) e incubados com uma solucéo de
bloqueio (300uL), contendo PBS e albumina sérica bovina (BSA) durante 1 hora
(TA). As amostras (sobrenadantes provenientes da cultura de adipécitos e
fibroblastos) e os padrées (citocinas recombinantes) foram adicionados e a placa
foi incubada por 2 horas (TA). O anticorpo monoclonal de deteccao anti-citocina foi
entdo preparado e incubado por mais 2 horas (TA). Adicionou-se uma solucao de
estreptavidina-peroxidase e incubou-se por 1 hora (TA). Finalmente, a solucao de
substrato (H.O>, e TMB - tetrametilbenzidina) foi adicionada a placa e uma
coloracao azul se desenvolveu dentro de um periodo de 20 minutos. A reacao de
coloracao foi interrompida adicionando-se H>SO,4 2N e a leitura foi realizada em
leitor de microplacas (Microplate Reader, LCG Biotecnologia, Sao Paulo, Brasil)
a 450nm. Os niveis de citocinas foram expressos em pg/mL, calculados a partir
dos valores de referéncia obtidos com uma curva padrdo construida com

concentracdes conhecidas das citocinas recombinantes.

3.2.6- Mensuracéao da producao dos componentes da matriz extracelular

Colageno e elastina e GAG foram quantificados no sobrenadante da

cultura de fibroblastos.

3.2.6.1- Colageno

O colageno total soluvel (tipo | e IV) foi mensurado utilizando Sircol Kit
(Biocolor, Belfast, Irland). Em tubos plasticos proprios para microcentrifuga,
1mL do corante Sircol (vermelho sirius em acido picrico) foi adicionado em 100yl
da amostra teste e agitado durante 30 minutos em TA. O complexo colageno-
corante formado foi precipitado por centrifugagédo (10.000 x g) por 10 minutos,
o sobrenadante foi descartado e o botado re-suspendido em 1mL de reagente alcali
(NaOH 0.5M). Aliquotas de 200uL foram transferidas para uma placa de 96 pogos

e as absorbancias determinadas em 540nm. A concentracdo de colageno foi
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realizada com base na curva de calibragao utilizando colageno padrao fornecido
pelo fabricante do kit.

3.2.6.2- Elastina

Os niveis de elastina foram determinados segundo o protocolo descrito
no kit de deteccao Fastin (Biocolor, Belfast, Irland). O conteddo de elastina das
amostras foi precipitado em tubos de microcentrifuga ap6s a adicdo de 1mL de
reagente de precipitacao (acido tricloroacético e arginina) e incubacao a 0°C por
24 horas. Apds a centrifugacdo dos tubos (10.000 x g) por 10 minutos,
o sobrenadante foi descartado e o botdo de elastina re-suspendido em 1mL de
TPPS (5,10,15,20-tetrafenil-21,23-porfina sulfonato) e 200 uL de sulfato de aménio
saturado 90% para a formagédo do complexo elastina-corante. Ap6s 60 minutos de
agitacao, os tubos foram novamente centrifugados (10.000 x g) por 10 minutos,
o sonbrenadante descartado e o complexo re-suspendido em 1mL do reagente de
dissociacao (HCI guanidina e 1-propanol) que permitiu a formagdo do complexo
colorido, cuja absorbancia foi medida em 513nm. A concentragéo de colageno foi
realizada com base na curva de calibracao utilizando colageno padrao fornecido

pelo fabricante do kit.

3.2.6.3- GAGs

GAG sulfatada foi mensurada pela reagdo de coloragdo Blyscan
(Biocolor, Belfast, N. lIreland). 1mL do corante azul 1,9-dimetilmetileno foi
adicionado as amostras e homogeneizados por 30 minutos. Os tubos foram entéao
centrifugados a 10.000 x g por 10 minutos, formando um complexo insoluvel com
a GAG sulfatada. O sobrenadante foi removido e o complexo GAG-corante foi
recuperado com o reagente de dissociacao (sal caotrépico em 1-propanol) e a
absorbancia foi mensurada a 656nm. Os niveis de GAG foram calculados a partir
da curva padréo.
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3.2.7- Quantificacao de leptina

A leptina foi quantificada em sobrenadante de cultura de adipécitos
humanos utilizando kit de ensaio imunoenzimaticos (ELISA sanduiche) disponivei
comercialmente (DuoSet, R&D Systems, Minneapolis, MN). 100uL do anticorpo de
captura monoclonal anti-leptin foram adicionados a placa de 96 pogos (Nunc) para
incubacao prévia por 12 horas em temperatura ambiente (TA). Apds este periodo
0s pogos foram lavados com uma solugdo de tampéao de lavagem (PBS/Tween) e
incubados com uma solugédo de bloqueio (300uL), contendo PBS e albumina
sérica bovina (BSA) durante 1 hora em TA. Os sobrenadantes provenientes da
cultura de adipécitos e o padrao recombinante (leptina recombinante) foi
adicionado e a placa foi incubada por 2 horas em TA. O anticorpo monoclonal de
deteccdo apropriado para leptina foi entdo preparado e incubado por mais 2 horas
em TA. Adicionou-se uma solugédo de estreptavidina-peroxidase e incubou-se por
1 hora em TA. Finalmente, a solugdo de substrato (HO. e TMB -
tetrametilbenzidina) foi adicionada a placa e uma coloracado azul se desenvolveu
dentro de um periodo de 20 minutos. A reacdo de coloracao foi interrompida
adicionando-se H>SO4 2N e a leitura foi realizada em leitor de microplacas a
450nm. Os niveis de leptina foram expressos em pg/mL, calculados a partir dos
valores de referéncia obtidos com uma curva padrdao construida com

concentracdes conhecidas das citocinas recombinantes.

3.2.8- Quantificacao de acidos graxos livres (AGL)

A quantificagcdo de AGL foi feita através de um método enzimético
colorimétrico NEFA C (Wako Chemicals USA, Inc., Richmond, VA) no
sobrenadante da cultura de adipécitos. Esse método consiste na acilagdo da
coenzima A (CoA) por acidos graxos na presenca de acil-CoA sintetase.
A acil-CoA formada € entdo oxidada pela acdo da acil-CoA oxidase, produzindo
peréxido de hidrogénio, o qual na presenca de peroxidase permite a condensacao

oxidativa de  3-metil-N-etil-(B-hidroxietil)-anilina  com  4-aminoantipirina.
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A densidade éptica da coloracdo purpura formada por esta reagcédo € entdo lida a
550nm. 50uL das amostras e das solugbes do padrdo foram colocadas em tubos
de ensaio com 1mL do reagente de coloragdo A (acil-CoA sintetase,
4-aminoantipirina) e deixadas em banho-maria a 37°C por 10 minutos.
Em seguida, 2mL do reagente de coloracdo B (acil-CoA oxidase, peroxidase e
3-metil-N-etil-(B-hidroxietil)-anilina) foi adicionado aos frascos e incubados por
mais 10 minutos no banho-maria. Removeram-se os tubos para a temperatura
ambiente e a absorbancia das amostras foi mensurada. A concentragédo de AGL

nas amostras foi calculada com base na curva padrao.

3.2.9- Coloracdo dos Triglicerideos Intracelulares com corante vermelho

lipideo- especifico

A coloragédo dos lipideos intracelulares (triglicerideos) foi feita através
da adicdo de um reagente colorimétrico especifico para lipideos, denominado
AdipoRed ™,

Assay Reagent (PT-7009, Lonza Walkersville, Inc., USA) diretamente
sobre a cultura de adipocitos. Esse método consiste na simples interacdo entre um
corante altamente lipofilico e permeavel a membrana celular, o que resulta na
coloracdo das goticulas de lipideos acumuladas no meio intracelular.
Apls a impregnacéao das culturas celulares com o AdipoRed™, as imagens foram
obtidas através de uma camera digital de 3.2 megapixels acoplada ao microscépio

binocular invertido.

3.2.10- Avaliacao da Capacidade Contratil em Gel de Colageno

Esta técnica consite em cultivar fibroblastos humanos em uma matriz
colagénica em trés dimensdes, para a qual utilizou-se um kit comercial apropriado
(3D Collagen Cell Culture System, ECM697, Chemicon International, USA).
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Apos tripsinizacao dos fibroblastos mantidos em cultura celular (item 3.2.2),
uma suspensdo de células foi preparada na concentracdo de 2x10°cel/mL
e adicionada a uma solucao de gel aquecida a temperatura suficiente para evitar a
formacao imediata do gel (aproximadamente 40°C). A mistura foi entdo
homogeneizada e adicionada a uma placa de cultura de 6 well (Nunc, Roskilde,
DM) e imediatamente tranferida para uma incubadora umida (5%CQO,, 37°C) por
60 minutos, para iniciar a polimerizagdo do colageno. ApGs este periodo, as placas
receberam 2,5% de Slimbuster® L e 10ng/mL de TGF-B recombinate (Human
TGF-B recombinant, R&D). Apds 24 horas de contato, as células foram avaliadas
utilizando microscopia de contraste de fase para avaliagdao qualitativa da contracao
de fibroblastos ou transformagcao em miofibroblastos.

3.3- Analise estatistica

Um método paramétrico de andlise de variancia (ANOVA) foi utilizado
para a realizacdo da andlise estatistica seguido do teste Tukey de comparacao
multipla. Em todos os grupos estudados, foram considerados estatisticamente
significativos aqueles cujos valores de P foram menor que 0,05.

3.4- Avaliacao histolégica

Este estudo foi realizado de acordo com a Legislagdo Brasileira,
baseada na “Resolucdo Normativa 196/96, CNS/MS”, mediante consentimento do
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), protocolado sob o numero 582/2006
(CAAE: 0460.0.146.000-06). Para estes experimentos, utilizou-se fragmentos de
pele obtidos de blefaroplastias realizadas no Hospital das Clinicas da UNICAMP.
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3.4.1- Coleta do material e Preparo das amostras para tratamento com os
produtos-testes

Os fragmentos de pele utilizados neste estudo foram provenientes de
blefaroplastias eletivas de pacientes sadios submetidos a cirurgia oftalmo-plastica
no Centro Cirurgico Ambulatorial do Hospital das Clinicas da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP). Os pacientes foram abordados no
pré-operatério sobre a possibilidade de doarem a pele para este estudo.
Toda a explicagdo necessaria constante deste trabalho foi informada aos
pacientes que consentiram e assinaram o Termo de Consentimento.
Apos a realizagéo do procedimento cirargico pelo corpo clinico da oftalmo-plastica,
os fragmentos de palpebras foram acondicionados em frascos plasticos contendo
soro fisiolégico 0,9%, podendo ficar armazenados até 18 horas antes da
manipulagdo. As amostras biologicas foram removidas da solugdo salina,
mergulhadas em etanol 70% durante 15 segundos e lavadas 2 vezes em nova
solucdo de salina. Os fragmentos foram transferidos para uma placa de petri
contendo meio de cultura RPMI suplementado com SBF (Fetal Bovine Serum,
CC-4101J), associacao de antibidticos contendo gentamicina e anfotericina-B
(GA-1000 - Gentamicin Sulfate/Amphotericin-B, CC-4081J), insulina bovina
(Insulin Bovine, CC-4021J) e de fator de crescimento (thFGF-B - r-Human
Fibroblast Growth Factor-B, CC 4065-J), por um periodo maximo de 24 horas,

até o tratamento com as amostras a serem testadas.

3.4.2- Protocolo de incubagédo dos fragmentos de pele com as amostras a

serem avaliadas

O SBL (25mg/mL) foi dissolvido em meio de cultura e aplicado sobre o
fragmento de pele de forma homogénea sobre toda a superficie. As amostras
foram mantidas em contato com o fragmento por um periodo 48 horas em estufa
umida a 37°C em presenca de 5% de CO,, para posterior realizacdo dos cortes

histolégicos.
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3.4.3- Realizacao dos cortes histoldgicos

As amostras de pele foram fixadas em formol tamponado a 10%.
Apo6s seu periodo de fixacdo, o material foi incluido em blocos de parafina,
e realizados cortes seriados com cerca de 5um de espessura, os quais foram
estendidos em laminas de vidro. Os cortes foram corados pela técnica da
hematoxilina e eosina (H/E). Os parametros visuais qualitativos avaliados foram a
espessura da epiderme, o numero de queratindcitos vidveis (camada basal,
camada granulosa e camada espinhosa) e condi¢cdo de barreira pela integridade
fisica do estrato corneo.

3.5- Estudos clinicos

Os estudos clinicos apresentados neste trabalho foram realizados em
parceria com o Instituto de Bioengenharia da Pele Evic Brasil, empresa integrada
ao Grupo Evic International, que atende todos os aspectos legais e éticos
necessarios para a avaliacdo de seguranca e eficacia de produtos cosmeéticos e
dermatolégicos.

3.5.1- Avaliacao da eficacia

3.5.1.1- Eficacia subjetiva e objetiva (medidas instrumentais)

3.5.1.1.1- Objetivo do estudo

O estudo objetivou avaliar sensorialmente de forma subjetiva o efeito
como coadjuvante na melhora da celulite de uma formulacao cosmética contendo
a 3,0% (p/p) de SLIMBUSTER® L em comparacdo com a formulacdo placebo em

condi¢cdes normais de uso, durante 60 dias. Cosmética.
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A reducao de medidas foi verificada através de:
(a) medidas antropométricas (centimétricas);
(b) medidas da espessura da hipoderme através de ultrassonografia);
(c) da temperatura cutéanea;
(d) da gordura corporal e

(e) do peso corporal no inicio do estudo (D1/T0), ap6s 30 dias (D30) e 60 dias
(D60) de uso.

As qualidades cosméticas foram avaliadas, apdés 30 dias e no final do

estudo, usando-se um questionario dirigido respondido pelos voluntarios.

3.5.1.1.2- Relevancia do estudo e aspectos éticos

Este estudo foi realizado de acordo com a Legislacdo Brasileira,
baseada na “Resolucdo Normativa 196/96, CNS/MS”, tendo o consentimento e
aprovacao do comité de ética em pesquisa do Hospital Leonor Mendes de Barros
(Sao Paulo-SP).

O estudo objetivou um melhor conhecimento da apreciabilidade dos
produtos testados e os riscos previsiveis incorridos pelas voluntarias que fizeram
parte do estudo. Houve uma conveniéncia entre o objetivo do estudo e os
possiveis riscos relacionados as modalidades planejadas no protocolo. Devido as
exigéncias metodoldgicas, todas as voluntarias nao foram incluidas no mesmo dia.
Assim, no caso de uma reatividade significativa ndo-esperada em um ou varias
das voluntérias incluidas inicialmente, o teste poderia ser interrompido para o

restante do painel.

Os riscos previstos para este tipo de estudo eram a possivel
manifestacdo de uma alergia a um determinado produto cosmético ou o possivel
aparecimento de uma irritacdo no local de aplicacédo, na forma de vermelhidao da
pele, prurido, aquecimento, formigamento, repuxamento, queimagéo, bolha,
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crosta, ressecamento ou alteracdo da cor da pele. Se isto ocorresse, a aplicagéo
do produto seria suspensa, sendo colocada ao voluntario toda a assisténcia que

se fizesse necessaria.

Todos os voluntarios iniciaram o teste apds devidamente informados e
esclarecidos quanto a participagdo nesta pesquisa e forneceram seu
consentimento informado, por meio da assinatura do Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido.

A pesquisa manteve o anonimato do voluntdrio, e sua saida
voluntariamente do estudo foi garantida a qualquer momento. Todos foram
esclarecidos dos possiveis riscos mais freqlientes descritos na literatura para a
categoria do produto, como dermatite de contato tipo irritativa/alérgica ou a nao
melhoria das condi¢des propostas no inicio do estudo.

3.5.1.1.3- Principio metodoldgico

As condicdes experimentais adotadas, tais como area experimental,
quantidade do produto aplicada, freqUéncia e duragcdo das aplicacbes
reproduziram as condicdes normais de uso como indicado e o teste realizado em
uma “pequena escala” refletiu a aplicagdo feita por futuros consumidores.
A observancia das condicdes experimentais pelas voluntarias que participaram do
estudo deu-se através da avaliagdo por meio de um questionario ao final do
estudo e por um controle de consumo do produto. A opinido das voluntarias foi
levada em consideracao, uma vez que ela reflete as opinides de consumidores em

potencial.

3.5.1.1.4- Tipo de estudo

O estudo realizado foi monocéntrico e aberto. O controle foi
intraindividual, levando em consideracdo o grupo placebo. O estudo foi realizado
de acordo com o procedimento operacional da EVIC Brasil, estabelecido para
realizacdo do projeto de teste em humanos.
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3.5.1.1.5- Formulacgdes e aplicagdo dos produtos

A formulacdo do produto placebo e do produto contendo ativo,

encontram-se quantitativamente descritos, conforme tabela 3.

Tabela 3- Descricdo qualitativa e quantitativa da formulagéo utilizada nos estudos
de eficacia clinica.

COMPONENTES PRODUTO COM ATIVO
(nome comercial e descricao quimica) (Lote CSEO001AO05)
Montanov L (C14-22 Alcohol and C12- 3.0
20 Alkylglucoside)
Lactato de miristila 6,0
SLIMBUSTER® L 3,0
Unigulan NA,S (EDTA dissédico) 0,1
Suspender 0,5
Chemynol 0,5
Sepigel 501 1,0
Agua deionizada q.s.p. 100,0%

As formulacbes foram preparadas no Laboratério de Assisténcia
Técnica da Chemyunion Quimica Ltda e fornecidas, com os respectivos nimeros
de lote, antes do estudo juntamente com a férmula quantitativa, o termo de
responsabilidade técnico sobre a conformidade do produto, dados de seguranca e
modo de uso.

As condicbes experimentais de uso dos produtos teste foram:
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Tabela 4- Condi¢des experimentais e modo de aplicacdo dos produtos no estudo
de eficacia subjetiva

Zona de aplicacao o Aplicacao residencial
Modo de aplicacao o .
do produto (frequéncia/duracao)
o Aplicar uma pequena
Aplicacdo no _ _ B
. quantidade do produto e Duas vezes ao dia, manha
abdémen, nas ] _ _
) espalhar sobre a pele até a e noite, por 60 dias.
nadegas e nas coxas. B
absorcéao.

OBS: Foi fornecido um produto placebo para que fosse aplicado em todas as
areas do corpo em que nao se utilizou o produto teste. Todas as condi¢des
experimentais de aplicacdo no Instituto em domicilio, definidas no protocolo,

foram respeitadas.

3.5.1.1.6- Voluntarios
Numero

O numero de voluntarias cujos dados foram extrapolados no final do

estudo é 20. Vinte e nove voluntarios foram incluidos no estudo, sendo que:

e Dez voluntarios (DILC S - V02, JOSI P - V03, VANJ C - V04, AILD F - V06,
ADRI' M - V10, JOEL T - V12, CRIS S - V13, ROBE P - V15, ALES S - V16 e
PRIS F - V27) desistiram do estudo por motivos pessoais, ndo relacionados ao
protocolo;

e Um voluntario (ANAM A - V17) nao compareceu na ultima visita para a medida

da hipoderme por motivos pessoais, ndo relacionados ao estudo;

e Um voluntario (FERN C - V14) foi excluido do estudo pelo investigador devido
as sensacoes de desconforto.
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As medidas antropométricas, de gordura corporal e a temperatura

cutanea foram realizadas em 18 voluntarios.

As medidas da espessura da hipoderme por ultrassonografia foram

realizadas em 17 voluntarios.

Critérios especificos de inclusao
Os critérios especificos de inclusao, definidos no protocolo, foram:
¢ idade: de 20 a 40 anos;
e sexo: feminine;
e fototipo: de la lV;
e usuarios ocasionais ou regulares de produtos para celulite;

e presenca moderada de celulite nas nadegas e coxas.

As informagdes tipoldgicas dos voluntarios encontram-se em anexo.

Critérios especificos de nao-inclusao

Os critérios especificos de nao-inclusdo, definidos no protocolo,

Sa0 0s seguintes:

e marcas cutaneas na area experimental que possam interferir nas avaliacoes
das reacbes cutaneas (problemas de pigmentacdo, cicatrizes,
pilosidade superdesenvolvida, efélides e nevus em grande quantidade,

gueimadura solar, etc);
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alergia ou reatividade a categoria de produtos testada;
anorexia;
tratamento hormonal nao balanceado;

previsdo de alteracdo dos métodos contraceptivos orais durante o periodo do

estudo;

tratamento com produtos anti-celulite ou redutores de gorduras 3 meses antes
de inicio do estudo;

tratamento anti-celulite como: drenagem linfatica, mesoterapia, acupuntura,

massoterapia, sauna, etc.;
obesidade;

dieta de emagrecimento;
menopausa;
hiperuricemia;
dismenorréia;
hipercolesteromia;
hiperglicemia;
insuficiéncia circulatoria;

tratamento por um produto hidratante na zona experimental 2 semanas antes

do inicio do estudo;
alergia a latex;

mulheres em periodo de gestacdo ou amamentando.
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Todos os voluntarios corresponderam aos critérios especificos de

nao-inclusao.

3.5.1.1.7- Beneficios do estudo

Esse estudo visou atender uma regulamentagdo da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Ministério da Saude. Com esse estudo,
o voluntario pode ter tido uma melhora no aspecto geral do corpo com uso do
produto em estudo.

3.5.1.1.8- Exigéncias requeridas pelo estudo
As exigéncias impostas aos voluntarios sdo as seguintes:

e nao aplicagcdo de produtos anti-celulite ou redutores de gordura localizada
diferentes dos testados durante o periodo do estudo;

e nao exposicao solar intensa (natural ou cdmaras de bronzeamento) durante o

periodo do estudo;
e nao alteracao dos habitos de higiene;

e nao realizagdo de tratamentos anti-celulite (mesoterapia, acupuntura,
hidroterapia, drenagem linfatica, massoterapia, sauna,...) durante periodo do

estudo;

e nao utilizar medicamentos como tranquilizantes, antidepressivos, diuréticos,

laxantes ou psicotropicos;
e nao realizar esfoliagdo na &rea experimental;

e nao alterar os habitos de consumo de café, alcool e tabaco;
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e nao alterar a dieta;

e nao alterar os modos de vestimenta;

e nao utilizar moderadores de apetite ou anoréticos (fibras);

e nao realizar dieta emagrecedora;

e nao alterar os habitos de atividades fisicas;

e nao alterar o método contraceptivo oral durante o periodo do estudo;

e comparecimento no Instituto nos mesmos horarios em todas as visitas;

e comunicar qualquer desvio ao Investigador.

3.5.1.1.9- Controle de observagcdo das modalidades do

protocolo

Os voluntarios foram questionados no final do estudo sobre o modo
como utilizaram o produto teste. Avaliou-se a importancia de possiveis desvios em
comparacdo com as condigdes experimentais requeridas no inicio do estudo.
Verificou-se também o cumprimento das restricdes do estudo pelos voluntarios.

O resumo das respostas obtidas esta apresentado no anexo.

Todos os desvios em relagdo ao protocolo foram analisados, bem como
seus efeitos sobre a validade dos resultados.

Um controle de consumo do produto foi realizado e o consumo
individual e médio do painel foram calculados no final do estudo. As amostras
dadas aos voluntarios foram pesadas antes de sua abertura no inicio do estudo e
apds a ultima aplicagdo. O consumo médio do produto foi comparado ao consumo
tedrico definido pelo Investigador no inicio do estudo e estimado por volta 4,0 por
aplicagdo para cada um dos produtos aplicados. Os desvios individuais do
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consumo por aplicacdo em relacdo ao consumo teorico foram analisados.
Os resultados da pesagem das amostras e dos consumos individuais estdo
apresentados no anexo C.

O consumo médio do painel foi de 4,56 gramas por aplicagao.
Apesar do consumo médio do painel ter sido maior que o estimado, este fato ndo
impacta nos resultados finais do estudo.

3.5.1.2- Apreciabilidade cosmética e eficacia subjetiva

Os voluntarios responderam um questionario no final do estudo sobre
itens correspondentes as qualidades cosméticas e eficacia do produto, de acordo

com a categoria e publico-alvo do produto.

As respostas individuais sao agrupadas por itens e, para cada item,

os resultados sao expressos em porcentagem de voluntarios “satisfeitos”.
Os itens avaliados foram:

Qualidades cosmeéticas:

Facil aplicacao;

Textura agradavel;

Fragrancia agradavel;

Rapida penetracao.

Eficacia:
e Pele mais lisa;

e Atenuacéao da cellulite;

e Reducéo de gordura;
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¢ Pele mais hidratada;

e Pele mais macia.

Preferéncia:
e Intencdo de compra;
e Preferéncia do produto teste;

e Preferéncia do produto usual.

3.5.1.3- Eficacia Instrumental

3.5.1.3.1- Avaliacdo da espessura da hipoderme

A espessura da hipoderme foi avaliada através de ultrassonografia no
primeiro dia (D1), apés 30 dias (D30) e apdés 60 dias (D60) por médico

radiologista.

3.5.1.3.2- Medidas centimétricas e peso corporal

Essa avaliacdo permite verificar se os voluntarios tém variacao
significativa no peso durante o estudo. O controle sera feito por medidas

centimétricas e pela pesagem dos voluntarios.
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Medidas centimétricas

Nos tempos experimentais (D1, D30 e D60) as medidas sao feitas por
2 diferentes avaliadores, utilizando equipamento adequado (fita métrica) e nas

seguintes regides esquematizadas abaixo:

As areas medidas sao as seguintes:
® estbmago;
@ cintura;
® quadris (parte superior);

@ quadris (parte inferior);
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® coxa (parte superior);
® coxa (parte mediana);
© coxa (parte inferior);
perna (parte superior);

® perna (parte inferior).

Peso Corporal

A cada tempo experimental, os voluntarios foram pesados sob as
mesmas condicdes experimentais. Qualquer flutuagdo no peso menor que 2% do
peso inicial foi considerada como nao-significativa e como flutuacées fisioldgicas

aceitaveis.

3.5.1.3.3- Avaliacao da gordura corporal

A medida da gordura corporal foi realizada por um educador fisico com
adipémetro.

3.5.2- Anélise estatistica

Para os estudos de eficicia clinica subjetiva e instrumental, a analise foi
feita através de modelos lineares generalizados (Nelder e Wedderburn, 1972) em
que efeito de tratamento e tempo foram avaliados. Para se levar em conta a
medida repetida, empregou-se o0 método GEE (Generalized Estimating Equations,
Liang e Zeger, 1986). A distribuicdo postulada para as respostas foi a Binomial;
as observacbes foram feitas em categorias. Estimam-se as proporcoes de
respostas em cada categoria, por tratamento e tempo. Os calculos foram feitos
com o sistema SAS 9.1 (SAS Institute, Cary, NC), sob sistema operacional Linux
(Mandriva).
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4- RESULTADOS
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4.1- Resultados in vitro

4.1.1- Avaliagdo do potencial citotoxico do Slimbuster® L (SBL), do 6leo de

café verde (OC) e dos fitoesterois de canola (F)

A possivel acao citotoxica de SBL, OC e F foi avaliada utilizando o

método de MTT em cultura de fibroblastos humanos incubados com diferentes

concentragdes dos compostos, obedecendo uma faixa de 100 a 0,195mg/mL.
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Figura 8- Efeitos do Slimbuster® L (SBL), do 6leo de café verde (OC) e dos
fitoesterois de canola (F) sobre a viabilidade celular de fibroblastos

humanos. Fibroblastos humanos foram incubados com os compostos

em diferentes concentragdes (100-0,195mg/mL) durante 48 horas e a

viabilidade celular foi avaliada pelo método de MTT. Os dados

representam a média da porcentagem de células viaveis em relagcéo ao

controle obtidos de 3 experimentos independentes.
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Conforme podemos observar na figura 8, SBL, OC e F apresentaram,
mesmo nas maiores doses avaliadas, auséncia de potencial citotdéxico, mantendo
a viabilidade celular em niveis o6timos (superior a 80,0%) respectivamente,
alcangcando niveis 6timos de viabilidade celular a partir da dose de 5mg/mL.
As duas maiores concentracbes de OC avaliadas neste estudo (100,0 e
50,0mg/mL) reduziram a populagdo celular em aproximadamente 20,0%,
0 que apesar de estatisticamente significativo em relagdo ao controle, ndo séo
considerados efeitos citotoxicos. O mesmo aconteceu para F, o qual apresentou
uma redugdo de aproximadamente 10,0% na viabilidade das células.
SBL, por sua vez, mesmo nas maiores concentragdes avaliadas manteve a

populacao celular proxima dos 100,0% de viabilidade.

4.1.2- Avaliacdo do efeito lipolitico do Slimbuster® L (SBL), do 6leo de café

verde (OC) e dos fitoesterdis de canola (F)

O possivel efeito lipolitico dos compostos foi avaliado através da
mensuracgao da liberagcdo de acidos graxos livres (NEFA, Non-Esterified free Fatty

Acids) em cultura de adipécitos humanos.
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Figura 9- Efeitos do Slimbuster® L, do 6leo de café verde (OC) e dos

fitoesterois de canola (F) sobre a liberacao de acidos graxos
livres (NEFA) em cultura de adipécitos humanos.
Adipdcitos humanos foram incubados com SBL, OC ou F em condigao
basal e a concentracdo de NEFA liberados foi mensurada no
sobrenadante da cultura celular apés 24 horas de incubagdo com os
produtos. Os dados representam a média + desvio padrao obtidos de
2 experimentos independentes (n=6). Para SBL: °P<0,001, em relagdo
ao controle, 12,5, 6,25 e 3,12mg/mL; PP<0,001, em relacdo ao
controle, 12,5, 6,25 e 3,12mg/mL; “P<0,001, em relacdo ao controle,
50,0, 25,0, 12,5 e 3,12mg/mL; Para OC: “P<0,001, em relacdo ao
controle, 12,5, 6,25, 3,12mg/mL; "P<0,001, em relagdo ao controle,
50,0, 25,0, 6,25 e 3,12mg/mL. P<0,001, em relagdo ao controle,
50,0, 25,0, 12,5, 3,12mg/mL (ANOVA, Tukey).
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Conforme podemos observar na figura 9, SBL e OC apresentaram
efeitos significativos sobre a liberacdo de NEFA, enquanto que F manteve os
mesmos niveis que o controle. SBL e OC apresentaram perfis lipoliticos muito
parecidos, sendo que 50,0 e 25mg/mL, em ambos os casos nao significativas
entre si, aumentaram em aproximadamente 4,1 vezes os niveis de NEFA em
relacdo ao controle ndo-tratado. SBL e OC também apresentaram auséncia de
significancia quando comparamos as doses de 12,5 e 6,25mg/mL de ambos,
uma vez que induziram uma liberacdo de NEFA aproximadamente 2,4 e 1,4 vezes
maiores, respectivamente, em relagcdo ao grupo que nao recebeu tratamento
(controle). Em ambos os casos, a concentracdao de 3,12mg/mL nao induziu
aumento da taxa de lipdlise, mantendo os niveis de NEFA similares aqueles

obtidos para o controle.

4.1.3- Avaliacdo dos efeitos do Slimbuster® L (SBL), do 6leo de café verde

(OC) e dos fitoesterois de canola (F) sobre a produgao de leptina

O possivel efeito dos compostos sobre a indugdo da producido de
leptina foi avaliado através da sua quantificacdo em sobrenadante das culturas de

adipocitos humanos.
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Figura

10- Efeitos do Slimbuster® L, do 6leo de café verde (OC) e dos

fitoesterois de canola (F) sobre a producao de leptina em cultura
de adipocitos humanos. Adipécitos humanos foram incubados com
SBL, OC ou F em condicao basal e a leptina liberada foi mensurada
no sobrenadante da cultura celular apds 48 horas de incubacdo com
os produtos. Os dados representam a média + desvio padrao obtidos
de 2 experimentos independentes (n=6). Para SBL: °P<0,001,
em relagdo ao controle e 3,12mg/mL. PP<0,001, em relacdo ao
controle, 50,0, 250, 12,5 e 6,25mg/mL; Para OC: “P<0,01,
em relagdo ao controle (ANOVA, Tukey).

De acordo com aos resultados apresentados na figura 10, SBL e OC

aumentaram a producao de leptina em cultura de adipécitos, quando comparados

ao grupo controle ndo-tratado. As concentragbes de SBL situadas na faixa que

varia de 50,0 a 6,25mg/mL, nao significativas entre si, induziram um aumento

meédio de aproximadamente 3,5 vezes em relagdo ao controle. A concentragédo de

3,12mg/mL também aumentou significativamente os niveis do horménio leptina,

sendo este aumento aproximadamente 2,5 vezes superior ao controle. O OC,

por sua vez, demonstrou efeito importante, porém menos expressivo que o SBL,
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sendo que 50,0, 25,0 e 12,5mg/mL, concentragbes nao significativas entre si,
induziram uma sintese de leptina 2,2 vezes superior aquela obtida para o grupo
controle. Os grupos que receberam as diferentes concentracbes de F avaliadas
neste estudo, nao apresentaram aumento nos niveis de leptina no sobrenadante

da cultura celular.

4.1.4- Avaliacdo dos efeitos do Slimbuster® L (SBL), do éleo de café verde
(OC) e dos fitoesterois de canola (F) sobre a producédo de fatores de

crescimento

Para avaliar os possiveis efeitos destes compostos sobre a indugao da
producao de fatores de crescimento, avaliamos neste estudo a producgado de

TGF-B e GM-CSF em cultura de fibroblastos humanos.
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Figura 11- Efeitos do Slimbuster® L, do 6leo de café verde (OC) e dos
fitoesterois de canola (F) sobre a producao de TGF-B em cultura
de fibroblastos humanos. Fibroblastos humanos foram incubados
com SBL, OC ou F em condi¢ao basal e a concentragao de TGF-j foi
mensurada no sobrenadante da cultura celular apds 48 horas de
incubagado com os produtos. Os dados representam a média + desvio
padrdo obtidos de 2 experimentos independentes (n=6).
Para SBL: °P<0,001, em relagdo ao controle e 3,12mg/mL; fp<0,05,
em relagdo ao controle,50,0, 25,0, 125 e 6,25mg/mL;
Para_OC: @P<0,001, em relacdo ao controle, 50,0, 12,5, 6,25 e
3,12mg/mL; ¢P<0,01, em relagdo ao controle, 50,0, 25,0, 6,25 e
3,12mg/mL; ?P<0,001, em relagdo ao controle, 50,0, 25,0, 12,5 e
3,12mg/mL; 4p<0,001, em relacdo ao controle, 50,0, 25,0, 12,5 e
6,25mg/mL(ANOVA, Tukey).
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Conforme podemos observar na figura 11, SBL induziu um aumento
expressivo na produgdo de TGF-B por fibroblastos humanos, sendo que as
concentragbes de 50,0, 25,0, 12,5 e 6,25mg/mL, ndo significativas entre si,
induziram um aumento de aproximadamente 10,0 vezes nos niveis deste
parametro. No entanto, a concentragdo de 3,12mg/mL, também significativa em
relagdo ao controle, induziu um aumento de apenas 1,8 vezes. De maneira
diferente, o OC também aumentou consideravelmente a producdo de TGF-p,
porém de forma concentragdo-dependente, sendo que 25,0, 12,5, 6,25 e
3,12mg/mL aumentaram em, respectivamente, 3,0, 2,7, 2,5 e 1,7 vezes 0s niveis
deste fator de crescimento em relagcdo ao controle. A concentragéo de 50,0mg/mL
de OC, curiosamente, ndo apresentou efeito sobre a produgcdo de TGF-p.
Os resultados obtidos para F demonstram, também, auséncia de efeitos
significativos sobre a produgdo de TGF-, em todas as concentragdes avaliadas

neste estudo.
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4.1.4.2- GM-CSF
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Figura 12- Efeitos do Slimbuster® L, do oleo de café verde (OC) e dos

fitoesterois de canola (F) sobre a producao de GM-CSF em
cultura de fibroblastos humanos. Fibroblastos humanos foram
incubados com SBL, OC ou F em condicdo basal e a concentragao
de GM-CSF foi mensurada no sobrenadante da cultura celular apés
48 horas de incubacdo com os produtos. Os dados representam a
média * desvio padrao obtidos de 2 experimentos independentes
(n=6). Para_SBL: °P<0,001, em relagdo ao controle; °P<0,05,
em relagédo a 3,12mg/mL; BpP<0,05, em relacdo ao controle; Para OC:
YP<0,001, em relagdo ao controle, 50,0, 6,26mg/mL e 3,12mg/mL;
4P<0,001, em relagdo ao controle, 50,0, 25,0, 12,5 e 3,12mg/mL;
*P<0,001, em relagdo ao controle, 50,0, 25,0, 12,5 e 6,25mg/mL
(ANOVA, Tukey).

Conforme podemos observar na figura 13, SBL induziu um aumento

expressivo na producdo de GM-CSF por fibroblastos humanos, sendo que as

concentragbes de 50,0, 25,0, 12,5 e 6,25mg/mL, ndo significativas entre si,
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induziram um aumento de aproximadamente 8,9 vezes nos niveis deste
parametro. No entanto, a concentracdo de 3,12mg/mL, também significativa em
relagdo ao controle, induziu um aumento de apenas 7,7 vezes. O OC, por sua vez,
apresentou efeitos similares aos do SBL para as concentragcdes de 25,0 e
12,5mg/mL, as quais induziram um aumento na producdo de GM-CSF de
aproximadamente 8,72 vezes em relagdo ao grupo néo-tratado (controle).
As concentragbes de 6,25 e 3,12mg/mL de OC também demonstraram efeito
estimulatério sobre a producdo de GM-CSF, uma vez que induziram um aumento
de aproximadamente 3,22 e 2,5 vezes, respectivamente. A concentragdo de
50,0mg/mL de OC, assim como ocorreu para o parametro TGF-$, ndo apresentou
efeito sobre a producdo de GM-CSF. Os resultados obtidos para F demonstram,
também, total auséncia de efeitos sobre a produgcdo de GM-CSF em todas as

concentragdes avaliadas neste estudo.

4.1.5- Avaliacdo dos efeitos do Slimbuster® L (SBL), do éleo de café verde
(OC) e dos fitoesterois de canola (F) sobre a produgao de proteinas da

matriz extracelular (MEC)

Os efeitos de SBL, OC e F sobre a sintese dos componentes da MEC
foi avaliada através da mensuragdo da produgdo de colageno, elastina e
glicosaminoglicanas (GAGs) em cultura de fibroblastos humanos tratadas com

estes compostos.
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Figura 13- Efeitos do Slimbuster® L, do 6leo de café verde (OC) e dos
fitoesterois de canola (F) sobre a producao de colageno em
cultura de fibroblastos humanos. Fibroblastos humanos foram
incubados com SBL, OC ou F em condi¢cdo basal e a producdo de
colageno foi mensurada no sobrenadante da cultura celular apos
48 horas de incubacao. Os dados representam a média + desvio
padrdao obtidos de 2 experimentos independentes (n=6).
Para SBL: °P<0,001, em relagdo ao controle, 6,25 e 3,12mg/mL;
FP<0,001, em relagdo ao controle, 50,0, 25,0, 12,5 e 3,12mg/mL;
’P<0,001, em relagdo ao controle e 50,0, 25,0 12,5 e 6,25mg/mL;
Para OC: ©P<0,001, em relacdo ao controle, 50,0, 12,5, 6,25 e
3,12mg/mL; P<0,001, em relagdo ao controle, 50,0, 25,0, 6,25 e
3,12mg/mL; “P<0,001, em relagdo ao controle, 50,0, 25,0, 12,5 e
3,12mg/mL; ¢P<0,001, em relagdo ao controle, 50,0, 25,0, 12,5 e
6,256mg/mL; Para F: °pP<0,001, em relacdo ao controle, 25,0 e
12,6mg/mL; °pP<0,005, em relacdo a 6,25 e 3,12mg/mL; ¢pP<0,001,
em relagdo ao controle, 50,0, 12,560, 6,25, 3,12mg/mL; P<0,001,
em relagdo ao controle, 25,0 e 12,5mg/mL (ANOVA, Tukey).
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De acordo com os resultados apresentados na figura 13,
diferentemente do ocorrido para os demais parametros apresentados até o
momento, tanto SBL e OC, quanto F apresentaram efeitos expressivos sobre a
estimulacdo da sintese de coldgeno em cultura de fibroblastos humanos.
Os resultados mais evidentes alcangados com F foram aqueles obtidos com as
concentragbes de 25,0 e 12,5mg/mL, as quais induziram uma sintese 1,8 e
1,7 vez superior ao controle. 50,0, 6,25 e 3,12mg/mL de F demonstraram efeitos
mais discretos, porém consideravelmente relevantes, uma vez que induziram um
aumento de aproximadamente 1,3 vezes na sintese de colageno. OC, por sua vez,
também demonstrou um efeito na estimulagao da sintese colagénica, pois induziu
um aumento de aproximadamente 1,8, 1,5 e 1,3 vezes, respectivamente para as
concentragbes de 25,0, 12,5 e 6,25mg/mL. 50,0 e 3,12mg/mL de OC né&o
apresentaram efeitos significativos em relagéo ao controle. A associagéo entre F e
OC, representada por SBL, demonstrou uma potencializagcdo do uso combinado,
uma vez que todas as concentragdes avaliadas neste estudo induziram um
importante aumento na sintese desta proteina da MEC. As concentracbes de
50,0, 25,0 e 12,5mg/mL, né&o significativas entre si, foram capazes de aumentar
em aproximadamente 2,0 vezes a sintese de colageno quando comparadas ao
grupo controle. Ja 6,25 e 3,12mg/mL de SBL promoveram um aumento

aproximado de 1,82 e 1,47 vezes, respectivamente.
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4.1.5.2- Elastina
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Figura 14- Efeitos do Slimbuster® L, do ¢leo de café verde (OC) e dos

fitoesterois de canola (F) sobre a producao de elastina em
cultura de fibroblastos humanos. Fibroblastos humanos foram
incubados com SBL, OC ou F em condicdo basal e a producdo de
elastina foi mensurada no sobrenadante da cultura celular apds
48 horas de incubacdo. Os dados representam a média + desvio
padrdo obtidos de 2 experimentos independentes (n=6). Para SBL:
“P<0,001, em relagdo ao controle e 3,12mg/mL; PP<0,01, em relacéao
ao controle, 50,0, 25,0, 12,50 e 6,25mg/mL; Para OC: ¢P<0,001,
em relacdo ao controle, 25 e 12,5mg/mL,; %P<0,01, em relagdo a
6,25 e 3,12mg/mL; YP<0,001, em relagdo ao controle e 50mg/mL,
YP<0,05, em relagédo a 12,50mg/mL e YP<0,01, em relagéo a 6,25 e
3,12 mg/mL; “P<0,001, em relacéo ao controle e 50mg/mL, P<0,01
em relacao 6,25 e 3,12mg/mL, *P<0,01, em relagdo ao controle, 50,0,
25,0, 12,5mg/mL; Para F: *P<0,05, em relagdo ao controle, *P<0,001,
em relagdo a 25,0 e 12,5mg/mL; “P<0,001, em relagdo ao controle,
50,0, 12,5, 6,25 e 3,12mg/mL; °P<0,001, em relagéo ao controle, 50,0,
25,0, 6,25 e 3,12mg/mL; "P<0,01, em relagdo ao controle, 25,0,
12,5mg/mL (ANOVA, Tukey).
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De acordo com os resultados apresentados figura 14, similarmente ao
ocorrido para colageno, tanto SBL e OC, quanto F apresentaram efeitos
expressivos sobre a estimulagdo da sintese de elastina em cultura de fibroblastos
humanos. Os resultados mais evidentes alcancados com F foram aqueles obtidos
com as concentragbes de 25,0 e 12,5mg/mL, as quais induziram uma sintese
1,55 e 1,45 vez superior ao controle. 50,0, 6,25 e 3,12mg/mL de F demonstraram
efeitos mais discretos, porém consideravelmente relevantes, uma vez que
induziram um aumento de aproximadamente 1,3 vezes na sintese de elastina.
O OC também demonstrou um efeito significativo na estimulacdo da sintese
colagénica, pois induziu um aumento de aproximadamente 1,5, 1,35, 1,2 e
1,1 vezes, respectivamente para as concentragdes de 25,0, 12,5, 6,25 e
3,12mg/mL. De forma curiosa, a concentragdo de 50,0mg/mL reduziu a sintese de
elastina quando avaliamos os valores obtidos para o grupo controle.
SBL, representado pela associagao OC e F, demonstrou uma potencializacdo do
uso combinado, uma vez que todas as concentragcbes avaliadas neste estudo
induziram um importante aumento na sintese desta proteina da MEC.
As concentragbes de 50,0, 25,0, 12,5 e 6,25mg/mL, nao significativas entre si,
foram capazes de aumentar em aproximadamente 1,4 vezes a sintese de elastina
quando comparadas ao grupo controle. 3,12mg/mL de SBL, no entanto,

promoveram um aumento aproximado de 1,17 vez, respectivamente.
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4.1.5.3- Glicosaminoglicanas (GAGSs)
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Figura 15- Efeitos do Slimbuster® L, do 6leo de café verde (OC) e dos
fitoesterois de canola (F) sobre a producao de GAGs em cultura
de fibroblastos humanos. Fibroblastos humanos foram incubados
com SBL, OC ou F em condicdo basal e a producdo de GAGs foi
mensurada no sobrenadante da cultura celular apdés 48 horas de
incubacdo. Os dados representam a média + desvio padrao obtidos
de 2 experimentos independentes (n=6). Para SBL: °P<0,01,
em relagdo ao controle, 25,0, 6,25 e 3,12mg/mL. BP<0,001,
em relagdo ao controle e 50,0, 12,5, 6,25, 3,12mg/mL. *P<0,001,
em relacdo ao controle, 25,0, 12,5 e 3,12mg/mL' *P<0,05 em relacdo
a 50,0mg/mL. *P<0,001, em relagdo ao controle, 50,0, 25,0, 12,5 e
6,25mg/mL; Para OC: ©®P<0,001, em relacdo ao controle, 50,0, 6,25 e
3,12mg/mL (ANOVA, Tukey)..
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De acordo com os resultados apresentados figura 15, de forma
diferente daquelas obtidas para as demais proteinas da MEC, as fracbes de SBL
nao demonstram potente atividade estimuladora da sintese de GAGs. F néao
apresentou nenhum efeito estimulatério, enquanto que OC, apenas para as
concentracbes de 25,0 e 12,5mg/mL demonstraram discreto efeito. SBL,
no entanto, representado pela associacdo de OC e F, apresentou excelentes
resultados, em todas as concentragbes testadas. 50,0 e 12,5mg/mL de SBL
estimularam em aproximadamente 6 vezes. A concentracdo de 25,0mg/mL foi a
mais expressiva, gerando um estimulo apoximado de até 7,6 vezes sobre a
sintese de elastina. 6,25 e 3,12mg/mL de SBL aumentaram os niveis de elastina

em aproximadamente 5,0 e 3,7 vezes, respectivamente.

4.2- Resultados da Avaliacao Qualitativa do Conteudo Intracelular de

Lipideos (AdipoRed™ Reagent)

4.2 1- Efeitos do Slimbuster® L (SBL) em adipécitos humanos corados com

corante lipofilico especifico

Neste experimento, avaliamos os efeitos de SBL (25mg/mL) aplicados
sobre a cultura de adipécitos humanos de pele em condigcdo basal em comparagao

com o respectivo controle (ndo-tratado).
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Figura 16- Controle

Ev. I'hjr ’ . ":l q

TR A 2 Y
- p o l _F_: -

s e )

- p S <

Figura 17- Slimbuster® L 25mg/mL

Ao avaliarmos as imagens (figuras 16 e 17) das culturas de adipdcitos
humanos coradas com AdipoRed™ Reagent, € possivel notar que houve uma
reducdo bastante significativa na quantidade de lipideos no interior das células.
Além disso, aparentemente, percebe-se uma alteracdo morfolégica dos adipécitos
apos tratamento com Slimbuster L, o que pode ser um indicativo de retorno destas

células a forma de pré-adipocitos, células incapazes de armazenar gordura.
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4.3- Resultados da avaliacao histologica

4.3.1- Efeitos do Slimbuster® L (SBL) em fragementos de pele humana

corados com Hematoxilina-Eosina (HE)

A coloragao dos fragmentos de pele humana com HE (hematoxilina-
eosina) consiste em uma técnica amplamente utilizada em histologia e
dermato-patologia, pois permite a visualizagado das principais estruturas celulares,
possibilitando a analise morfolégica visual qualitativa. Neste experimento,
avaliamos os efeitos de SBL (25mg/mL) aplicados sobre os fragmentos de pele

em condi¢ao basal em comparagéo com o respectivo controle (n&o-tratado).

Figura 18- Controle

Figura 19- Controle
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Figura 20- Slimbuster® L (25mg/mL)

Figura 21- Slimbuster® L (25mg/mL)

Ao avaliarmos a resposta da pele apés aplicagdo de Slimbuster® L
em condicdo basal, € possivel notar que houve uma melhora visualmente
significativa no aspecto geral da pele, caracterizado principalmente pelo aumento
da espessura da epiderme, pelo aumento do numero de queratindcitos nucleados
na camada basal, bem como pela compactagdo da camada coérnea,
aparentemente descompactada nas ilustragdes que representam a auséncia de

tratamento no grupo controle.
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4.4- Resultados da avaliacao da contracao do gel de colageno

4.4 1- Efeitos do Slimbuster® L (SBL) em cultura de fibroblastos humanos em

gel de colageno

A cultura de fibroblastos em gel de colageno consiste em uma técnica
bastante aceita para a avaliagdo da habilidade contratii de miofibroblastos,
normalmente relacionados ao processo de cicatrizagao e regeneragao de tecidos
lesionados. Neste experimento, avaliamos os efeitos de SBL (25mg/mL) aplicados
sobre fibroblastos em gel colagénico em condigdo basal, em comparagdo com os
respectivos controles. Foram considerados como controles, um grupo sem
tratamento (controle negativo) e o outro tratado com 2,5ng/mL de TGF-B

(controle positivo), fator de crescimento padrao para este tipo de estudo.
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Figura 22- Controle negativo (sem tratamento)
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Figura 24- Slimbuster® L (25mg/mL)

Ao avaliarmos a resposta dos fibroblastos cultivados em gel colagénico,
podemos concluir que ha uma evidéncia da transformagao morfolégica das células
em miofibroblastos, os quais possuem conhecida habilidade contratil,

desempenhando um papel importante na regeneracéo e reorganizagao tecidual.

Resultados
125



4.5- Resultados clinicos

Os voluntarios apdés serem avaliados quanto a hipoderme,
medidas antropomeétricas, medidas com adipdmetro, temperatura corpoérea e
elasticidade e firmeza cutanea antes do inicio dos estudos, foram orientados a
utilizar uma logdo corporal contendo 3,0% (p/p) de Slimbuster® L por 60 dias,
sendo que as medidas foram novamente avaliadas apés 30 e 60 dias do inicio do
tratamento e também responderam um questionario sobre a apreciacdo do

produto-teste.

4.5.1- Avaliacdo Sensorial da Apreciabilidade Dermocosmética de uma locéo

cremosa corporal contendo 3% de Slimbuster L

4.5.1.1- Apos 30 dias (D30)
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Figura 25- Apreciabilidade cosmética apdés 30 dias de aplicagdo de uma

formulacéo de locdo corporal contendo 3,0% (p/p) de Slimbuster® L.
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4.5.1.2- Apds 60 dias (D60)

100%
50%.
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60% 1
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20%
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compra

Figura 26- Apreciabilidade cosmética apés 60 dias de aplicagdo de uma

formulacéo de logcdo corporal contendo 3,0% (p/p) de Slimbuster® L.

De acordo com os resultados apresentados acima, o produto
Slimbuster® L foi bem apreciado pelas voluntarias quanto aos itens “facilidade de
aplicagdo”, “pele mais lisa” e “pele mais macia” em ambos tempos experimentais

(D30, apds 30 dias de uso e D60, apds 60 dias de uso do produto).

k24

Os itens relacioandos a “atenuacédo de celulite” e “redugéo de gordura
foram melhor apreciados apos 60 dias de uso em comparagao com a opinidao das

voluntarias apés 30 dias.

A maioria das voluntarias ndo apreciou a fragrancia do produto,
entretanto 72% das voluntarias relataram intencdo de compra do produto do

estudo.
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De acordo com a apreciagao do pesquisador, o produto promoveu leve

melhora no aspecto da celulite.

4.5.2- Avaliagdo Instrumental (objetiva) dos efeitos de uma logdo corporal
contendo 3,0% (p/p) de Slimbuster® L através dos seguintes
parametros: redugdo da gordura corporal, redugcdo das medidas

centimétricas e redugao da espessura da hipoderme

Este estudo teve como objetivo demonstrar o efeito na redugéo de

medidas durante 60 dias em condi¢cdes normais de uso do produto.
As medidas instrumentais foram tomadas nas seguintes regides:
» Medidas antropométricas (centimétricas): cintura, coxa, estbmago e quadril;
» Adipébmetria: abdome, supra-iliaca, supra-espinal e coxa;
» Espessura da Hipoderme (ecografia): abdome, coxa.

Além disso, como parte do protocolo de estudo, as voluntarias foram
pesadas em D1 e D60, como critério de inclusdo nas analises estatisticas.
Foram permitidas variagbes de até = 2% no peso inicial, a fim de evitarmos

resultados falso-positivos em decorréncia de perda consideravel de peso.

4.5.2.1- Medidas Antropométricas (centimetria)
Estomago

» Testes para efeitos do modelo:

Teste tipo 3 - Efeitos Fixos
Efeito Num DF Den DF F Value Pr>F
Tempo 2 36 0.39 0.6827

Nao foi encontrada evidéncia de efeito de tempo (p=0.68).
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» Médias de minimos quadrados para estémago, limite inferior e superior (95%)

por tempo:
Tempo Estimativa LI LS
D1 78.41 76.14 80.68
D30 78.17 75.88 80.47
D60 78.20 75.90 80.49

Fstimate
1842007
18,4000
1838001
18, 36004
18, 34004
1832007
18,3000
8. 28001
1826004
18, 24004
1822004
18,2000
1818007
8. 16007

1IN 030 1[4
dig

Figura 27- Reducédo centimétrica estimada média (cm) na regido do estdmogo das
voluntarias apés 30 (D30) e 60 (D60) dias de uso de uma logao

corporal contendo 3,0% de Slimbuster® L.

Nao foram encontradas diferengas significativas ao longo do tempo. P>0,05,
em relagéo a D1 (SAS PROC MIXED).
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Quadril inferior

» Testes para efeitos do modelo:

Teste tipo 3 - Efeitos Fixos
Efeito Num DF Den DF F Value Pr>F
Tempo 2 36 3.07 0.0589

Nao foi encontrada evidéncia de efeito de tempo (p=0.06).

» Médias de minimos quadrados para coxa proximal, limite inferior e superior

(95%) por tempo:

Tempo Estimativa LI LS
D1 98.48 95.64 101.33
D30 98.02 95.17 100.88
D60 97.81 94.95 100.68
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Figura 28- Reducgéao centimétrica estimada média (cm) na regido do quadril inferior

das voluntarias apos 30 (D30) e 60 (D60) dias de uso de uma logao

corporal contendo 3,0% de Slimbuster® L.

Nao foram encontradas diferencas significativas ao longo do tempo. P>0,05,

em relagdo a D1 (SAS PROC MIXED).

Coxa superior

» Testes para efeitos do modelo:

Teste tipo 3 - Efeitos Fixos

Efeito Num DF Den DF F Value Pr>F
Tempo 2 36 8.68 0.0008

Foi encontrada evidéncia de efeito de tempo (p=0.0008).

A comparacido entre dois tempos quaisquer e o respectivo nivel de

significancia corrigido para comparagdes multiplas esta apresentado na tabela a

sequir.
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= Comparagdes multiplas:

Tempo Tempo Nivel de significancia corrigido
D1 D30 0.0491
D1 D60 0.0006
D30 D60 0.1922

» Médias de minimos quadrados para coxa superior, limite inferior e superior

(95%) por tempo:

Tempo Estimativa LI LS
D1 58.33 55.39 61.27
D30 57.71 54.76 60.66
D60 57.25 54.30 60.20
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Figura 29- Reducdo centimétrica estimada média (cm) na regido coxa superior

das voluntarias apos 30 (D30) e 60 (D60) dias de uso de uma logao

corporal contendo 3,0% de Slimbuster® L. D30: P<0,05, em relacdo a

D1; D60: P<0,05, em relagao a D1.

Nao foram encontradas diferengas significativas entre D30 e D60 (SAS

PROC MIXED).

Coxa mediana

» Testes para efeitos do modelo:

Teste tipo 3 — Efeitos Fixos

Efeito Num DF Den DF F Value Pr>F
Tempo 2 36 11.40 0.0001

Foi encontrada evidéncia de efeito de tempo (p=0.0001).

A comparacido entre dois tempos quaisquer e o respectivo nivel de

significancia corrigido para comparagdes multiplas esta apresentado na tabela a

sequir.
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» Comparagdes multiplas:

Tempo Tempo Nivel de significancia corrigido
D1 D30 0.0160
D1 D60 0.0001
D30 D60 0.1530

» Médias de minimos quadrados para coxa mediana, limite inferior e superior

(95%) por tempo:

Tempo Estimativa LI LS
D1 50.05 48.36 51.73
D30 49.22 47.51 50.93
D60 48.65 46.93 50.37
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Figura 30- Redugdo centimétrica estimada média (cm) na regido coxa mediana
das voluntarias apos 30 (D30) e 60 (D60) dias de uso de uma logéo
corporal contendo 3,0% de Slimbuster® L. D30: P<0,05, em relacdo a
D1; D60: P<0,05, em relagao a D1.

Nao foram encontradas diferencas significativas entre D30 e D60 (SAS
PROC MIXED).

Coxa inferior

» Testes para efeitos do modelo:

Teste tipo 3 - Efeitos Fixos
Efeito Num DF Den DF F Value Pr>F
Tempo 2 36 7.35 0.0021

Foi encontrada evidéncia de efeito de tempo (p=0.002).

A comparacédo entre dois tempos quaisquer e o respectivo nivel de
significancia corrigido para comparagdes multiplas esta apresentado na tabela a

sequir.
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= Comparagdes multiplas:

Tempo Tempo Nivel de significancia corrigido
D1 D30 0.0763
D1 D60 0.0015
D30 D60 0.2443

» Médias de minimos quadrados para coxa inferior, limite inferior e superior (95%)

por tempo:
Tempo Estimativa LI LS
D1 39.84 38.43 41.24
D30 39.27 37.84 40.71
D60 38.85 37.41 40.29
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Figura 31- Reducéo centimétrica estimada média (cm) na regido coxa inferior das

voluntarias apds 30 (D30) e 60 (D60) dias de uso de uma logao

corporal contendo 3,0% de Slimbuster® L. D60: P<0,05, em relagdo a

D1.

N&o foram encontradas diferencas significativas entre D1

e entre D30 e D60 (SAS PROC MIXED).

Perna superior

» Testes para efeitos do modelo:

Teste tipo 3 - Efeitos Fixos

Efeito Num DF Den DF F Value Pr>F
Tempo 2 36 4.82 0.0139

Foi encontrada evidéncia de efeito de tempo (p=0.01).

e D30,

A comparacido entre dois tempos quaisquer e o respectivo nivel de

significancia corrigido para comparagdes multiplas esta apresentado na tabela a

sequir.
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= Comparagdes multiplas:

Tempo Tempo Nivel de significancia corrigido
D1 D30 0.0810
D1 D60 0.0143
D30 D60 0.6855

» Médias de minimos quadrados para perna superior, limite inferior e superior
(95%) por tempo:

Tempo Estimativa LI LS
D1 33.91 32.79 35.03
D30 33.56 32.42 34.69
D60 33.42 32.28 34.55
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Figura 32- Redugdo centimétrica estimada média (cm) na regidao da perna

superior das voluntarias apdés 30 (D30) e 60 (D60) dias de uso de

uma logdo corporal contendo 3,0% de Slimbuster® L. D60: P<0,05,

em relacdo a D1.

Nao foram encontradas diferengas significativas entre D1 e D30, e entre

D30 e D60 (SAS PROC MIXED).

Perna inferior

» Testes para efeitos do modelo:

Teste tipo 3 - Efeitos Fixos

Efeito Num DF Den DF F Value Pr>F
Tempo 2 36 4.69 0.0155

Foi encontrada evidéncia de efeito de tempo (p=0.02).

A comparacdo entre dois tempos quaisquer e o respectivo nivel de

significancia corrigido para comparagdes multiplas esta apresentado na tabela a

sequir.
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» Comparagbes multiplas:

Tempo Tempo Nivel de significancia corrigido
D1 D30 0.3323
D1 D60 0.0112
D30 D60 0.2281

= Médias de minimos quadrados para perna inferior, limite inferior e superior

(95%) por tempo:

Tempo Estimativa LI LS
D1 21.00 20.43 21.57
D30 20.86 20.28 21.44
D60 20.69 20.11 21.27
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Figura 33- Redugéao centimétrica estimada média (cm) na regiao da perna inferior
das voluntarias apos 30 (D30) e 60 (D60) dias de uso de uma logéo
corporal contendo 3,0% de Slimbuster® L. D60: P<0,05, em relagdo a
D1.

Nao foram encontradas diferencgas significativas entre D1 e D30, e entre D30
e D60 (SAS PROC MIXED).
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4.5.2.2- Espessura da Hipoderme (ecografia)
Braco

» Testes para efeitos do modelo:

Teste tipo 3 - Efeitos Fixos
Efeito Num DF Den DF F Value Pr>F
Tempo 2 33 0.04 0.9576

Nao foi encontrada evidéncia de efeito de tempo (p=0.96).

» Médias de minimos quadrados para brago, limite inferior e superior (95%) por

tempo:
Tempo Estimativa LI LS
D1 0.63 0.53 0.73
D30 0.62 0.50 0.74
D60 0.64 0.51 0.77
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Figura 34- Redugdo média estimada da espessura da hipoderme (cm) na regiao
do brago das voluntarias apés 30 (D30) e 60 (D60) dias de uso de

uma logao corporal contendo 3,0% de Slimbuster® L.

Nao foram encontradas diferengcas significativas entre os tempos
(SAS PROC MIXED).

Abdomen

= Testes para efeitos do modelo:

Teste tipo 3 - Efeitos Fixos
Efeito Num DF Den DF F Value Pr>F
Tempo 2 33 0.21 0.8135

Nao foi encontrada evidéncia de efeito de tempo (p=0.81).
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» Médias de minimos quadrados para abdomen, limite inferior e superior (95%)

por tempo:
Tempo Estimativa LI LS
D1 3.14 2.74 3.53
D30 3.03 2.59 3.47
D60 3.06 2.60 3.52

Figura 35- Redugdo média estimada da espessura da hipoderme (cm) na regiao
do abdome das voluntarias apos 30 (D30) e 60 (D60) dias de uso de

uma logdo corporal contendo 3,0% de Slimbuster® L.

Nao foram encontradas diferencas significativas entre os tempos
(SAS PROC MIXED).
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Coxa

» Testes para efeitos do modelo:

Teste tipo 3 - Efeitos Fixos
Efeito Num DF Den DF F Value Pr>F
Tempo 2 33 0.01 0.9864

Nao foi encontrada evidéncia de efeito de tempo (p=0.99).

» Médias de minimos quadrados para coxa, limite inferior e superior (95%) por
tempo:

Tempo Estimativa LI LS
D1 3.18 2.91 3.44
D30 3.15 2.83 3.47
D60 3.16 2.82 3.50
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Figura 36- Reducdo média estimada da espessura da hipoderme (cm) na regido
do coxa das voluntarias apos 30 (D30) e 60 (D60) dias de uso de uma

logao corporal contendo 3,0% de Slimbuster® L.

Nao foram encontradas diferengas significativas entre os tempos (SAS
PROC MIXED).

4.5.2.3- Peso das voluntarias

» Testes para efeitos do modelo:

Teste tipo 3 - Efeitos Fixos
Efeito Num DF Den DF F Value Pr>F
Tempo 2 36 0.01 0.9894

Nao foi encontrada evidéncia de efeito de tempo (p=0.99).
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» Médias de minimos quadrados para peso, limite inferior e superior (95%) por

tempo:

Tempo Estimativa LI LS
D1 61.83 58.00 65.65
D30 61.86 58.03 65.70
D60 61.85 58.01 65.68

Estinat
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Figura 37- Avaliacdo do peso médio (Kg) das voluntarias apés 30 (D30) e

60 (D60) dias de uso de uma logado corporal contendo 3,0% de

Slimbuster® L.

Nao foram encontradas diferengcas significativas entre os tempos

(SAS PROC MIXED).
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4.5.2.4- Adipometria (determinacao da taxa de gordura corporal)
Abdomen

» Testes para efeitos do modelo:

Teste tipo 3 - Efeitos Fixos
Efeito Num DF Den DF F Value Pr>F
Tempo 2 35 0.67 0.5179

Nao foi encontrada evidéncia de efeito de tempo (p=0.52).

= Médias de minimos quadrados para abdomen, limite inferior e superior (95%)

por tempo:
Tempo Estimativa LI LS
D1 22.51 20.39 24.63
D30 21.63 19.29 23.97
D60 21.49 19.11 23.86

Resultados
148



—

P P P oD PSP D P D e e [ [ [ [eeoom

—_— = — . . = T D D 3 D D e e

Figura 38- Reducédo adipométrica média na regiao do abdome das voluntarias
apos 30 (D30) e 60 (D60) dias de uso de uma logao corporal contendo
3,0% de Slimbuster® L.

Nao foram encontradas diferengas significativas entre os tempos (SAS
PROC MIXED).

Supra-iliaca

e Testes para efeitos do modelo

Teste tipo 3 - Efeitos Fixos
Efeito Num DF Den DF F Value Pr>F
Tempo 2 35 2.20 0.1263

N&o foi encontrada evidéncia de efeito de tempo (p=0.13).
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» Médias de minimos quadrados para supra-iliaca, limite inferior e superior (95%)

por tempo:

Tempo Estimativa LI LS

D1 21.88 19.65 2412

D30 20.82 18.49 23.15

D60 20.73 18.38 23.07

Estimate
21,9000

21,8000
2170007
21,6000
21,5000
1140007
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21,1000
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20,9000
20,8000
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Figura 39- Redugédo adipométrica média na regido supra-iliaca das voluntarias
ap6s 30 (D30) e 60 (D60) dias de uso de uma logado corporal

contendo 3,0% de Slimbuster® L.

Ndo foram encontradas diferengas significativas entre os tempos
(SAS PROC MIXED).
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Supra-espinal

» Testes para efeitos do modelo

Teste tipo 3 - Efeitos Fixos
Efeito Num DF Den DF F Value Pr>F
Tempo 2 35 1.03 0.3672

N&o foi encontrada evidéncia de efeito de tempo (p=0.37).

» Médias de minimos quadrados para supra-espinal, limite inferior e superior

(95%) por tempo:

Tempo Estimativa LI LS
D1 14.19 12.13 16.26
D30 13.56 11.42 15.70

D60 13.56 11.41 15.70
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Figura 40- Reducao adipométrica média na regido supra-espinal das voluntarias

apos 30 (D30) e 60 (D60) dias de uso de uma logao corporal contendo

3,0% de Slimbuster® L.

Nao foram encontradas diferencas significativas entre os

(SAS PROC MIXED).

Coxa proximal

» Testes para efeitos do modelo

Teste tipo 3 - Efeitos Fixos

Efeito Num DF Den DF F Value Pr>F
Tempo 2 35 5.22 0.0104

Foi encontrada evidéncia de efeito de tempo (p=0.01).

tempos

A comparacido entre dois tempos quaisquer e o respectivo nivel de

significancia corrigido para comparagdes multiplas esta apresentado na tabela a

sequir.
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= Comparagdes multiplas:

Tempo Tempo Nivel de significancia corrigido
D1 D30 0.4314
D1 D60 0.1288
D30 D60 0.0078

» Médias de minimos quadrados para coxa proximal, limite inferior e superior

(95%) por tempo:

Tempo Estimativa LI LS
D1 25.07 22.35 27.80
D30 25.69 22.91 28.47
D60 24.07 21.28 26.85
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Figura 41- Reducgdo adipométrica média na regido da perna inferior das
voluntarias apés 30 (D30) e 60 (D60) dias de uso de uma logao
corporal contendo 3,0% de Slimbuster® L. D60: P<0,05, em relagéo
a D30.

Nao foram encontradas diferengas significativas entre D1 e D30,
e entre D1 e D60 (SAS PROC MIXED).
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5- DISCUSSAO
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A beleza tem sido exautada e cultuada durante séculos em todas as
culturas e civilizagdes, independente da regido geografica, etnia, raca e religido.
Historicamente, a busca pela manutencao da aparéncia jovem e saudavel é desde
a antiguidade uma das maiores preocupacdes da humanidade (Rocquet e
Bonté, 2002).

A influéncia e o poder da beleza nas relacbes humanas tém sido
evidenciados desde o advento da escrita, onde influentes personalidades da
época mencionaram a sua importancia. Para Platdo (século V a. C), beleza era
uma das maiores preocupacdes da humanidade, seguida de boa saude e riqueza.
Aristételes (século IV a. C), por sua vez, afirmava que “a beleza é para o homem

tdo importante quanto algumas letras de seu nome”.

Na cultura globalizada atual, o bem-estar fisico, incluindo os cuidados
com a aparéncia, também vem sendo altamente valorizado. Por este motivo,
estudos relacionados a avaliagdo do impacto de certas desordens estéticas na
qualidade de vida do individuo, tais como rugas, envelhecimento e celulite,
tém sido bastante evidenciados (Sarwer et al., 2003). Este fato pode ser
comprovado dado o crescente interesse na investigacdo e tratamento destes
problemas, os quais até recentemente eram considerados de menor significancia
(Hexsel e Hexsel, 2003).

Considerada a alteragao topografica cutanea mais comum, a celulite é
definida como sendo um fenémeno degenerativo nao-inflamatério, que provoca
alteracées na hipoderme (Ronald e Di Salvo, 1995), com conseqlentes
ondulagdes irregulares na pele das regides acometidas. Caracteriza-se pelo
aspecto de “casca de laranja” que a pele adquire em decorréncia de alteracées no
tecido adiposo e na microcirculagéo local, resultante de distlrbios sanguineos e
linfaticos, causando fibroesclerose do tecido conectivo (Draelos, 1997; Lucassen e
Van-Der-Sluys et al., 1997; Segers et al., 1984).

Nos ultimos anos, companhias cosméticas tém disponibilizado um
arsenal de produtos indicados para a redugdo das caracteristicas estéticas da

celulite, contendo principalmente ingredientes ativos que estimulem a
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microcirculagcao sanguinea e promovam a drenagem linfatica no local. No entanto,
tem-se postulado que uma formulacao efetiva para reduzir os sinais clinicos da
celulite deva conter ativos que nao somente estimulem o fluxo sanguineo,
mas também que atuem como lipoliticos diretos, que reduzam medidas
antropométricas e a espessura da hipoderme, que sejam indutores da sintese de
proteinas da matriz extra-celular, que estimulem a producdo de fatores de
crescimento tecidual e dos reguladores da sinalizacdo hormonal adipocitaria
(Avram, 2004), dentre outros mecanismos, a fim de se obter a melhor resposta
clinica para a aparéncia estética desfavoravel. Assim, estudos vém sendo

conduzidos para avaliar a eficacia destes produtos.

A mensuracdo da melhora do quadro da celulite, tanto no parametro
qualidades cosméticas do produto, quanto na eficicia subjetiva, como pele mais
lisa, atenuacdo da celulite e reducdo da gordura, tem sido feita através da
avaliacao visual conduzida por especialistas na area, como dermatologistas ou

outro profissional treinado (Draelos, 2001).

Neste trabalho, avaliamos a apreciabilidade cosmética de uma logéao
corporal contendo 3,0% (p/p) de Slimbuster® L, antes (D1), apés 30 (D30) e apds
60 dias (D60) de uso produto. Nossos resultados demonstram que o produto
Slimbuster® L foi bem apreciado pelas voluntarias quanto aos itens “facilidade de
aplicacdo”, “pele mais lisa” e “pele mais macia” em ambos o0s tempos

experimentais. Os itens relacionados a “atenuacao de celulite” e “reducao de

gordura” foram melhor apreciados apenas apos 60 dias.

Cabe ressaltar que estes resultados, os quais traduzem a opiniao das
voluntarias, sdo de extrema importancia e muito bem aceitos no meio cientifico e

mercadoldgico, uma vez que refletem as opinidées de consumidores em potencial.

Conforme mencionado anteriormente, além da opinido das voluntarias,
levamos em consideracdo neste estudo a apreciacdo/opinido do pesquisador
treinado, o qual relatou uma leve melhora do quadro geral da celulite apés 60 dias
de uso do produto, corroborando com a opiniao das voluntéarias.
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A mensuracao instrumental da eficacia de ativos ou produtos
direcionados para o tratamento cosmético da celulite também tem sido
evidenciada utilizando-se de ferramentas que permitam estabelecer o grau de
comprometimento da regido afetada através da quantificacdo de parametros
comumente afetados pela desordem, como por exemplo, altera¢des dos niveis de
gordura local e da espessura da hipoderme, bem como das medidas
antropométricas (Rossi e Vergmanini, 2000; Rawlings, 2006).

Considerados exames rotineiros, de baixo custo e de alta relevancia
clinica, a plicometria e a tomada de medidas centimétricas (antropometria) sao os
mais utilizados na pratica clinica atual (Rawlings et al., 2006) e, por este motivo,

foram incluidos no nosso protocolo de estudo.

Assim sendo, apdés 30 (D30) e 60 (D60) dias de aplicacdo da locao
corporal contendo Slimbuster® L, as voluntarias foram avaliadas objetivamente
através da utilizacdo de um adipdmetro - para medir a espessura do tecido
cuténeo e a porcentagem de gordura corporal -, bem como através do uso de fita

métrica para tomada das medidas antropomeétricas.

Os resultados obtidos demonstram que o produto foi capaz de reduzir
significativamente (P<0,05, ANOVA, Tukey) as medidas na regido da coxa
(superior, mediana e inferior) apdés 30 e 60 dias de utilizacdo do produto.
Cabe ressaltar ainda, que considerando apenas reducoes de medidas superiores
a 2%, observou-se diminuicdo centimétrica da coxa em aproximadamente 30% do
painel em D30 e em 50% do painel em D60. As demais areas avaliadas - abdome,
pernas e quadris - ndo apresentaram significancia estatistica, porém devem ser
levadas em consideracdo, pois apresentaram forte tendéncia apds 60 dias de
aplicagéo da logao corporal, indicando uma possivel melhora significativa com o

uso prolongado.

A andlise adipométrica das voluntarias demonstrou também forte
tendéncia de reducdo da taxa de gordura localizada apds 60 dias de aplicacao do
produto contendo 3,0% (p/p) de Slimbuster® L, especialmente nas regides do

abdome, supra-iliaca, supra-espinal e coxa proximal.
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Além da avaliacdo instrumental da eficacia de Slimbuster® L através da
utilizacdo das técnicas acima descritas, realizamos neste trabalho o estudo da
espessura da hipoderme através da ultra-sonografia (ecografia), o que nos
permitiu verificar a capacidade do produto em diminuir a quantidade de tecido
adiposo. De acordo com os resultados obtidos para as medidas da espessura da
hipoderme, pode-se observar melhora, ou seja, reducdo superior a 2%,
nas regides da coxa e abdome em aproximadamente 70% do painel em todos os
tempos experimentais avaliados (D30 e D60).

Um aspecto altamente relevante que gostariamos de ressaltar € que um
dos parametros de controle para a nédo-inclusdo dos resultados instrumentais
obtidos nas analises estatisticas ao final dos estudos de eficacia clinica,
foi o controle de peso das voluntarias, o qual ndo poderia sofrer uma variacao
superior a 2,0%, para mais ou para menos. Esta ferramenta de controle possibilita
a obtencédo de resultados mais confiaveis e fidedignos, uma vez que a reducéo do
peso das voluntarias pode favorecer resultados falso-positivos, especialmente no

que diz respeito as medidas antropométricas.

Parte dos positivos resultados clinicos obtidos com Slimbuster® L pode
ser explicada pelo seu mecanismo de agdo, elucidado neste trabalho pelos

ensaios in vitro.

Neste sentido, avaliamos neste trabalho os efeitos do extrato oleoso
dos gréaos verdes de café (OC), dos fitoesterdis de canola (F), bem como da
ssociacdo de ambos (Slimbuster® L) sobre a resposta bioquimica e
endocrinolégica da pele. Para tanto, utilizamos culturas saudaveis de células da
pele humana, especificamente fibroblastos e adipécitos, a fim de avaliar
parametros bioldgicos relacionados diretamente a melhora dos aspectos estéticos
da celulite, caracterizado em partes, pelas alteracées no tecido conectivo e pelo

acumulo de gordura localizada.

Celularmente, o acumulo de gordura é caracterizado pelo aumento da
adipogénese (hiperplasia) e do aumento do volume do adipocito branco
(hipertrofia) na camada subcutanea (WABITSCH et al., 1995). A hipertrofia
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adipocitaria consiste em um acumulo anormal de triacilglicerol (TAG) no citosol do
adipdcito, através de um processo exacerbado de esterificacdo de acidos graxos
livres (AGL) e glicerol (STICH e BERLAN, 2004).

Os adipécitos possuem todas as enzimas e proteinas reguladoras
necessarias para sintetizar acidos graxos (lipogénese) e estocar TAG em periodos
em que a oferta de energia € abundante, e para mobiliza-los pela lipdlise quando

ha déficit caldrico (Fonseca-Alaniz et al., 2006).

As principais agdes metabdlicas do tecido adiposo podem ser divididas
em atividades lipogénicas e atividades lipoliticas. Entende-se sobre atividade
lipogénica todos o0s processos metabdlicos que resultam em biossintese,
incorporagdo e armazenamento de TAG na goticula de gordura
intracitoplasmatica, ao passo que atividade lipolitica se refere as acbes que
resultam na hidrolise do TAG armazenado e na liberagdo de AGL e glicerol
(STICH e BERLAN, 2004). O adequado controle dos processos de esterificacao e
hidrélise do TAG sao importantes para a manutengdo da homeostase energética
assim como para a prevencao de desordens metabolicas sistémicas e localizadas,

como por exemplo, a celulite.

Tomando como aspecto crucial para o desenvolvimento da celulite, bem
como a complexidade da resposta gerada pelo acumulo intracelular de lipideos no
interior dos adipdcitos, experimentos foram conduzidos objetivando investigar a
possivel aplicacdo de Slimbuster® L como um dermocosmético lipolitico direto.
Assim, avaliamos seus possiveis efeitos no metabolismo adipocitario, através da
quantificacdo dos subprodutos da quebra dos triglicerideos intracelulares,
representados pelo aumento de &acidos graxos livres no meio extracelular.
Apo6s avaliacdo do possivel potencial citotéxico dos produtos-teste, as culturas
foram incubadas com as concentragées de 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12mg/mL de
Slimbuster® L, bem como de suas fracdes em separado - OC e F, nas mesmas
concentragbes -, a fim de avaliarmos o possivel efeito que justificasse a

associacao.
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Slimbuster® L e OC apresentaram um perfil muito similar no que diz
respeito ao aumento da concentracdo de AGL no sobrenadante das culturas,
uma vez que ambos induziram uma lipdlise aproximadamente 4 vezes maior que
aquela obtida para as células que ndo receberam tratamento (grupo controle).
F, por sua vez, ndo promoveu lipdlise direta, mantendo o mesmo padrdo de

resposta obtida para o grupo controle.

A atividade lipolitica gerada por estes compostos pode ser explicada,
em partes, pela suas capacidades de promover o aumento do metabolismo celular
adipocitario e consequente estimulacdo da sua atividade glandular
(FRUHBECK et al., 2001).

O tecido adiposo, como é sabido, produz uma variedade de substancia,
dentre elas hormbnios, citocinas e biopeptideos, que atuam como sinais
reguladores que controlam seu proprio metabolismo (FRUHBECK et al., 2001).
O balanco entre os processos de lipdlise e lipogénese € mediado por modulacdes
na sinalizagédo celular e pela responsividade do adipécito a agdo destes diversos
mediadores.

A leptina, o mediador de maior destaque entre todas as adipocinas, e
considerada crucial no controle dos fenémenos lipogénicos e lipoliticos
(Frubeck, 2006), € um horménio peptidico produzido principalmente pelos
adipdcitos e liberado na corrente sanguinea, onde circula até o cérebro e liga-se a
receptores especificos presentes em varios locais do hipotalamo, fornecendo
informacgao sobre o status energético do corpo para o centro regulador do cérebro
(Spiegel et al., 2004; Schwartz et al, 1999). Ela é produzida pelo tecido adiposo
proporcionalmente ao volume dos adipdcitos, portanto, na medida em que ocorre
um acumulo excessivo de gordura, a producao e concentracao de leptina aumenta
na circulagdo. A leptina tem efeitos em varios tecidos e 6rgaos. Nos musculos,
por exemplo, aumenta a oxidacdo de acidos graxos e diminui a esterificacdo de
TAG. Em concentragbes elevadas, o efeito da leptina, como conseqiéncia de sua
acao no hipotalamo, € a diminuigdo do apetite e aumento da taxa de metabolismo,
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enquanto em baixas concentragdes provoca 0 aumento do apetite e diminuigéo da
taxa metabdlica (Jérquier e Tappy, 1999).

Além de sua acao lipostatica, controlando os depédsitos de gordura no
organismo, a leptina possui uma acado lipolitica direta, uma vez que provoca
significativamente a aceleragcdo do metabolismo celular para que o excesso de
lipideos acumulado no interior das células possa ser rapidamente eliminado
(Spiegel et al., 2004). Sendo assim, o aumento de leptina produzida no tecido
adiposo, faz dela uma adipocina de acdo autdcrina, agindo diretamente sobre a
célula que a produziu para prover 0 mecanismo de auto-controle (Ottosson et al.,
2000).

Com o intuito de desvendar os mecanismos pelo qual Slimbuster® L e
OC auentaram a taxa de lipélise, conforme demonstrado anteriormente, avaliamos
neste trabalho a capacidade de ambos, bem como de F, de estimular as culturas
de adipécitos humanos a produzir ou liberar uma maior quantidade de leptina.
Os resultados obtidos demonstram que ambos, Slimbuster® L e OC, induziram a
sintese de leptina por adipécitos, justificando parte do potente efeito lipolitico por
eles apresentado. Os niveis de leptina liberados nos sobrenadantes das culturas
celulares tratadas com OC, para as maiores concentracdées avaliadas (50, 25 e
12,5mg/mL) foram aproximadamente 2,2 vezes superiores aqueles obtidos para o
controle ndo-tratado. Slimbuster® L, no entanto, apresentou resultados mais
expressivos, uma vez que os niveis desta adipocina foram, em média, 3,5 vezes
superiores aqueles obtidos na auséncia do tratamento. Interessantemente,
F ndao promoveu aumento da producdo de leptina, mas de certa forma
potencializou os efeitos de Slimbuster® L, j& que este apresentou diferenca
significativa em relacdo ao OC (P<0,05, ANOVA, Tukey). Este evento pode
justificar, em parte, a importancia da associagao.

O estimulo lipolitico gerado por Slimbuster® L foi ainda confirmado
qualitativamente através da coloracao especifica dos triacilglicerois intracelulares
com corante vermelho lipofilico (Oil Red, AdipoRed™ Reagent) (Greenspan et al.,

1985). As imagens digitais obtidas diretamente das culturas celulares
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demonstraram expressiva reducdo da quantidade de lipideos no interior das
células, o que corrobora com os altos niveis de acidos graxos livres quantificados

colorimetricamente.

A rapida sinalizacdo da presenca de uma agressao tecidual,
e o imediato reparo dessa lesdo tém sido apontados como passos cruciais na
batalha contra o processo de formacgédo ou evolugdo da celulite, uma vez que a
morte celular e as reacgdes inflamatérias subseqlentes sdo os principais fatores do
processo cumulativo de dano tecidual, podendo provocar um colapso funcional do
orgao alterando as caracteristicas morfologicas e biofisicas da pele (Giacomoni e
Rein, 2001; Giacomoni, 1992). O processo de reparo tecidual é um processo
altamente ordenado que envolve a proliferacdo e migragdo celular, a sintese e
deposicao de componentes da matriz extracelular (MEC) e a remodelacao tecidual
(Martin, 1997).

Do ponto de vista molecular as manifestacdes clinicas da celulite estdo
associadas com modificacées na MEC, a qual desempenha um papel fundamental
na manutencdo das propriedades fisicas do tecido conectivo, assim como,
no controle da interacdo entre as células dérmicas e os componentes da MEC
(Robert e Labat-Robert, 2000). Os componentes da MEC implicam no ténus e
hidratacdo da pele, gerados especialmente por componentes fibrilares,
como colageno e elastina, e por componentes nao fibrilares, como as GAGs.

O colageno e a elastina formam uma rede tri-dimensional que constitui
a arquitetura base da derme, na qual estdo dispersas outras substancias e
diversos tipos celulares, incluindo adipécitos. O colageno é a macromolécula mais
abundante do tecido conectivo e suas principais fungdes é garantir a propriedade
mecanica e a integridade estrutural dos tecidos (Frei et al., 1998). A elastina é
caracterizada por conferir resisténcia fisica a pele e sua estrutura esta
especialmente envolvida na flexibilidade e plasticidade (Uitto, 1986). A estrutura
polianibnica da GAG confere um poder de retencdo da hidratacdo e também é
responsavel por interacoes entre a MEC e as células da derme, influenciando nos

processos de sinalizacao, diferenciacdo e proliferagdo celular (Gallagher, 1989).
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As moléculas de GAG circundam o colageno, a elastina e as células da derme e
da hipoderme, especialmente fibroblastos e adipécitos, se ligando a moléculas de
agua, o que confere hidratacao as proteinas da pele (Rene, 2006). Alguns estudos
apontam a perda de funcao ou funcado anormal das GAGs como a principal causa
de retencao de agua no tecido conectivo, o que resulta, pelo menos parcialmente,
no edema caracteristico da celulite (Ciporkin et al., 1992; Mirrashed, 2004).

Recentemente, uma variedade de citocinas e fatores de crescimento
tém mostrado desempenhar papéis fundamentais na manutencdo das
propriedades fisicas do tecido conectivo, entre eles, regulacao da proliferacao,
diferenciacao e migracao celular, sintese dos componentes da MEC, sintese de
proteases e inibidores das proteases (Werner e Grose, 2003). O TGF-B
(fator de crescimento tecidual beta) e o GM-CSF (fator estimulador de granul6citos
e macréfagos) sao fatores envolvidos em diversos aspectos do reparo do tecido
conectivo, exercendo um papel importante na regulacdo do crescimento e
diferenciacao celular e estimulando a biosintese e deposicdo de componentes da
MEC pelos fibroblastos (Werner e Grose, 2003; Bauer et al., 2002; Mann et al,
1991; Piek et al, 1999; Kawada et al, 1997; O’kane e Ferguson, 1997; Feder e
Laskin, 1994), os quais apresentam-se deteriorados nos locais acometidos pela
celulite.

A superfamilia de do TGF- abrange uma faixa diversa de proteinas
muitas das quais desempenham papéis importantes durante a embriogénese,
respostas inflamatérias e imunoldgicas, homeostasia e reparo tecidual.
No processo de cicatrizacdo, os efeitos do TGF-B nos diversos tipos celulares,
incluindo queratinécitos, fibroblastos e células endoteliais, estdo integrados numa
seqUéncia temporal de eventos dentro de uma arquitetura tecidual bem definida
(Faler et al, 2006; Flanders et al, 2003). In vitro, ttm ag&o mitogénica para
fibroblastos e sdo potentes estimuladores da expressao de proteinas da MEC e de
integrinas (Son et al., 2005; Werner e Grose, 2003; Bauer et al., 2002; Piek et al.,
1999; O’kane e Ferguson, 1997). Adicionalmente o TGF-B1 diminui a expressao

de enzimas proteoliticas, como a colagenase e estromelisina, as quais degradam
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as proteinas da MEC (Faler el al., 2006; Eickelberg et al., 1999). Essas atividades
sao sustentadas por uma série de estudos em varios modelos experimentais que
demonstraram os efeitos benéficos do TGF-B. Brown e colaboradores
demonstraram que camundongos deficientes de TGF-1, submetidos a uma lesao
tecidual, exibem uma reducao da espessura da derme, com a presenga marcante
de infiltrado inflamatério em conseqiiéncia da diminuicao da re-epitelializacao e da
deposicao de colageno (BROWN et al., 1995). Um outro estudo revelou que
animais tratados com anti-TGF-B1 apresentam um severo enfraquecimento da
capacidade regenerativa, especialmente nos estagios tardios do reparo tecidual
(Shah et al., 1999).

O GM-CSF é uma glicoproteina inicialmente caracterizada por sua
habilidade de estimular a proliferacdo e diferenciacdo dos progenitores
hematopoéticos em macréfagos e neutréfilos maduros (Metcalf, 1986; Burgess e
Metcalf, 1980). Entretanto, sabe-se da importancia desta citocina na organizacao
estrutural e metabolismo do tecido conectivo (Plenz et al., 2003; Werner e Grose,
2003). De fato, alguns experimentos e estudos clinicos tém demonstrado que,
quando aplicado localmente no tratamento de feridas e Ulceras crbnicas,
o GM-CSF desempenha um papel na melhora destas lesées (Almeida et al., 2005;
Santos et al., 2004; Jaschke et al., 1995). E interessante mencionar que os niveis
de TGF-B1 nestas mesmas lesbes estavam significativamente elevados, indicando
que o GM-CSF estimula o reparo tecidual direta e indiretamente, via indugédo de
citocinas secundarias (Werner e Grose, 2003; Mann et al., 2001).

Os niveis e a responsividade dos componentes da MEC e dos fatores
de crescimento aos estimulos gerados pela agressado tecidual e consequente
processo de regeneracado, estdo reduzidos no processo celulitico e exacerbados

pelos fatores intrinsecos inerentes ao individuo.

De fato, os danos gerados a arquitetura dérmica, em decorréncia da
cascata iniciada pela estase e acumulo de gordura na regidao hipoderme que
resultam em invasées na derme, estdo diretamente relacionados aos eventos

estéticos da lipodistrofia ginéide (Mirrashed, 2004).
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Desta forma, baseados no forte envolvimento e comprometimento dos
componentes dérmicos no processo de formacdo e agravamento da celulite,
avaliamos neste trabalho os possiveis efeitos de Slimbuster® L e de suas fracdes
em separado (OC e F) sobre a resposta de fibroblastos humanos. Para tanto, os
fatores de crescimento TGF-B e GM-CSF, bem como os componentes da MEC
(colageno, elastina e GAGs), foram quantificados no sobrenadante das culturas

celulares.

Slimbuster® L e OC apresentaram importantes efeitos estimulatérios
sobre producdo dos fatores de crescimento GM-CSF e TGF-B. De forma
interessante, a maior concentracdo de OC avaliada neste estudo (50mg/mL)
promoveu efeito algum, enquanto que 25, 12, 6,25 e 3,12mg/mL aumentaram em,
respectivamente, 3,0, 2,7, 2,5 e 1,7 vezes os niveis deste fator de crescimento em
relacdo ao controle nao-tratado. Estes resultados foram reprodutiveis para o
produto Slimbuster® L, o qual é composto de OC em associacdo com F,
na propor¢ao 2:1, uma vez que a resposta foi muito similar, porém com efeitos
significativos para a concentracdo de 50mg/mL. Slimbuster® L promoveu um
aumento de aproximadamente 2,5 vezes nos niveis de TGF-B na faixa de
concentracao entre 6,25 e 50mg/mL. F, por sua vez, ndao apresentou efeitos

significativos para este parametro.

Quando levamos em consideragdo os resultados destes compostos no
que diz respeito a estimulacao da producao de GM-CSF, podemos observar uma
resposta muito similar aquela obtida para TGF-B. Portanto, ambos Slimbuster® L
e OC, apresentaram resultados bastante expressivos com o mesmo perfil de

resposta.

Com o intuito de observar os efeitos deste aumento nos niveis destes
fatores de crescimento induzidos pelo Slimbuster® L, complementamos este
estudo avaliando a estimulacdo do produto sobre a habilidade contratil de
fibroblastos humanos cultivados em gel de colageno. Confirmando os resultados

relacionados ao aumento de TGF-B, foi possivel observar um efeito bastante
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pronunciado do composto Slimbuster® L na promocéo da contracdo de fibroblastos
e possivel transformacdo em miofibroblastos contrateis, os quais possuem forte
capacidade contratil, acelerando o processo de regeneracao tecidual (Brenmoehl
et al., 2009; Chu et al., 2008; Zao et al., 2008).

Conforme mencionado anteriormente, fatores de crescimento sao
importantes sinalizadores da inducdo da producdo de proteinas da MEC por
fibroblastos dérmicos. Assim sendo, ao avaliarmos o perfil de resposta de
Slimbuster® L, OC e F sobre a estimulacdo da sintese de colageno, elastina e
GAGs funcionais em cultura de fibroblastos humanos, os resultados séao
corroborativos. Neste caso, especificamente, os fitoesterdis (F), os quais até o
momento haviam apresentado auséncia de efeito ou efeito muito discreto,
apresentaram efeito bastante expressivo sobre a estimulacdo da sintese das
proteinas da MEC colageno e elastina. Para colageno e elastina o estimulo gerado
por F foi de aproximadamente 2 vezes, enquanto que para GAGs houve auséncia
de efeitos. OC apresentou resultados, muito similares, inclusive apresentando
auséncia de significancia (P>0,05, Anova, Tukey) quando comparamos as
resposta obtidas com as mesmas concentragdes de F. De maneira interessante,
os resultados obtidos com Slimbuster® L para estes parametros apresentou efeito
consideravelmente superior aqueles obtidos para as fragoes isoladas (OC e F),
gerando um aumento médio de aproximadamente 2 vezes para colageno,
1,5 vez para elastina e 7 vezes para GAGs. Cabe ressaltar que para GAGs,
os resultados obtidos com Slimbuster® L foram consideravelmente distintos

daqueles encontrados para OC e F.

Parte dos efeitos e mecanismos apresentados por Slimbuster® L pode
ser explicada pela sua rica composicdo. Slimbuster® L, conforme mencionado
anteriormente, € composto basicamente pela associacdo entre o extrato oleoso
dos graos verdes de café (Coffea arabica L.) e os fitoesteréis de canola
(Brassica campestris L.), na propor¢ao 2:1. Caracteriza-se quimicamente como um
extrato concentrado e modificado de materais insaponificaveis e PUFAs

(acidos graxos poliinsaturados) de 6leo de café verde e fitoesterbis vegetais
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esterificados de Brassica Campestris (canola). A composicao graxa do SBL
realizada por cromatografia gasosa (CG) demonstra o seguinte perfil: &cido
palmitico (C16:0)= 25,0-40,0, acido estearico (C18:0)= 7,0-15,0%, acido oléico
(C18:1)= 8,0-15,0%, acido linoléico (C18:2)= 35,0-48,0%. O conteudo de palmitato
de cafestol, determinado por CLAE/HPLC encontra-se na faixa de concentracao
que varia de 6,0 a 12,0%. Para o produto Slimbuster® L, devido a associaco,
especifica-se o conteudo de fitoesterdis (fitoesterdis totais) determinado por CG,
o qual obedece a faixa de concentracao que varia de 12,0 a 21,0%.

As sementes de C. arabica apresentam diversos metabdlitos
secundarios bioativos, incluindo derivados do acido cafeico, em especial o acido
clorogénico, acidos graxos poliinsaturados - palmitico, estearico, oléico, linoléico e
araquidénico -, a-, B- e y-tocoferdis e diterpenos (cafestol e Kahweol) todos
conhecidos como fortes antioxidantes (Namba and Matsuse, 2002). Além destes
dois diterpenos, a fragéo lipidica de C. arabica é ampla, caracterizando-se também
pela forte presenca de acidos graxos poliinsaturados (PUFAs). Os PUFAs,
em geral, reduzem a lipogénese por diminuicdo da sua expressdao génica no
figado, incluindo a da sintese de &cidos graxos (Jump et al.,1994). Os diterpenos,
por sua vez, causam estimulacdo da enzima adenilato ciclase, responsavel pela
conversao de ATP em AMPc (Nikolova-Damyanova et al., 1998). Este é o sinal

intraadipocitario para que o mecanismo de lipélise aconteca.

Além dos efeitos que sao atribuidos ao OC, os fitoesterdis (F) presentes
no Slimbuster® L, sdo importantes no conjunto de resultados obtidos para o

composto.

Os fitoesterdis presentes na canola apresentam estrutura analoga ao
colestrol, estando essencialmente localizados na membrana plasmatica de
animais e plantas (Yeagle, 1985; Hartmann and Benveniste, 1987). Assim como o
colestrol, os fitoesterdis sao habeis em modificar as propriedades estruturais e
funcionais da dupla camada fosfolipidica das membranas celulares (Demel e
De Kruyff, 1976; Bloch, 1983; Rujanavech et al., 1986; Korstanje et al., 1990;
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Mora, 1999). Esta capacidade dos fitoesterdis favorece a acdo de compostos no
interior das células, bem como facilitam o transporte de moléculas
intracelularmente (Kuhry et al., 1983; Mora et al., 1999). Este pode ser o principal
mecanismo pelo qual o Slimbuster® L tenha apresentado excelente perfil de
resposta clinica, uma vez que a presenca dos fitoesterdis pode favorecer a

premeacao cuténea e a atividade intracelular do OC.

Outros indicios dos efeitos bioldgicos dos fitoesterdis estao
relacionados a sua capacidade antioxidante, especialmente no combate a
oxidacao de lipideos naturalmente presentes nas membranas celulares, em
decoréncia do processo de lipoperoxidacao lipidica (Yasukazu e Etsuo, 2003),
favorecendo assim a preservacdo das fibras dérmicas, consideravelmente
aumentadas ap6s o tratamento das culturas celulares com cada um dos

compostos.

Apesar do grande numero de parametros avaliados neste trabalho,
o completo mecanismo pelo qual Slimbuster® L exerce seus efeitos bioldgicos
ainda nao estéd totalmente elucidado. Todavia, embora complexos mecanismos
ndo avaliados estejam envolvidos na fisiopatologia da celulite, a melhora clinica
obtida com Slimbuster® L apresentadas neste trabalho, associada aos resultados
obtidos nos estudos histolégicos e in vitro, nos encorajam a afirmar que este
composto pode ser utilizado como uma alternativa eficaz em produtos para os
cuidados do corpo em geral, particularmente aqueles destinados ao controle e
tratamento da celulite, situacdo na qual a pele apresenta-se esteticamente e
metabolicamente perturbada.

Os resultados obtidos neste trabalho possibilitaram o depoésito de
patente de aplicacdo para o produto Slimbuster® L, solicitada ao Instituto Nacional
de Propriedade Intelectual (INPI), sob o numero Pl 0602452-1.
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Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que:

Slimbuster L pode ser considerada uma ferramenta segura e eficaz na

prevencao e tratamento topico da gordura localizada e celulite;

Slimbuster L, de acordo com os resultados in vitro, constitui uma associacao
racional e eficaz de ingredientes, os quais isoladamente atuam, na maioria das
vezes, por mecanismos diferentes e ou complementares, o que esclarece o

objetivo de terem sido associados;

A combinacdo de compostos com acdes distintas, porém nao-antagdnicas,
agrega mecanismos complementares e essenciais, que podem atuar

clinicamente, de forma sinérgica, no combate da lipodistrofia gindide (celulite);

Slimbuster L possibilitou a elaboragdo de uma patente de aplicacdo para a
associacao avaliada ("Uso do éleo de café (coffea arabica) em associagao com
fitoester6is de canola (Brassica campestris L.) na melhora de alteracdes
cutaneas especificas”; Inventores: Maria Del Carmen Velazquez Pereda,
Marcio Antonio Polezel, Cecilia Nogueira, Gustavo de Campos Dieamant,
Samara Eberlin, Marcos Roberto Rossan; Propriedade Intelectual de
Chemyunion Quimica Ltda; Pl 0602452-1);

Slimbuster L € um produto originado desta pesquisa e que encontra-se
atualmente sendo comercializado e presente em alguns produtos finais de

mercado, isoladamente ou em associagao com outros ativos.
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Laudo de Analise (certificado de analise) do Oleo de Café Verde.
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Laudo de Analise (certificado de analise) do Slimbuster® L.
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Caracteristicas tipoldgicas das voluntarias, dados brutos e demais dados
referentes aos estudos de eficacia clinica.

CARACTERISTICAS TIPOLOGICAS DOS VOLUNTARIOS

Voluntarios Idade Sexo i
Ref. Nome / g F_=femi|li|]o Fototipo® étgfes':::r‘?:ﬂl:gl
Sobrenome M=masculino
1 SAND B 38 F v X
it i I
i i i
i i
5 LUZI L 39 F I X
T i = l [ﬂ
7 ANAL O 33 F 111 X
8 ELIA S 34 F III X
9 ANAM B 26 F IIL X
I ! ' .
11 ANAC P 25 F 111 X
RN T
SN YLLK
14 FERN C 22 F I X
eI I
| T I
17 ANAM A 37 F II X
18 MARC K 34 F II X
19 ALES G 33 F ol X
20 PRIS Q 23 F 111 X
21 LILL A 25 F 111 X
22 ROSE C 38 F ol X
23 ROSE O 38 F ol X
24 SILV F 28 F v X
25 DANI M 29 F juss X
26 ELISO 34 F v X
N T [ﬂ
28 IVON B 27 F 111 X
29 DURV S 38 F IIL X

Legenda: /= nao;

X = sim

[ et

Exclusao
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*FOTOTIPO DE ACORDO COM A CLASSIFICACAO DE FITZPATRICK?

Tipo Cabelo Pele Sardas Queimaduras Solares
I vermelho clara 5 queima-se sempre; nunca bronzeia
II claro clara ++ queima-se sempre; bronzeado minimo
III castanho clara + queima-se moderadaments; bronzeado progressivo
castanho n . .
ez , sima-se eventualmente: bronzeiz-se s .
v escuro / preto morena 0 queima-se eventualmente; bronzeiz-se sempre
v preto neqra 0 nunca se queima; fortemente pigmentada

CONTROLE DE OBSERVACAO

Verificacdo da Obediéncia as Restricbes

Verificagao da obediéncia as restrigoes
(18 resultados extrapolados)

Numero de
voluntarios que
respeitaram as

Porcentagem de
voluntarios que
respeitaram as

restricdes restricfies

Aplicacdo de produtos similares na regido experimental

18 100%
Desvios: Nenhum
Exposicao intensiva ao sol UVA na regido experimental

18 100%
Desvios: Nenhum
Tomar medicamentos interditados #

18 100%
Desvios: Nenhum
Tratamento Tépico com Vitamina A Acida ou Derivados

18 100%

Desvios: Nenhum

Legenda:

#(antialérgicos/ anti-inflamatdrios/ substancias & base de vitamina A acida ou seus derivados/ tratamento anti-acne

local ou sistémica/ tratamento anti-seborréia).
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CONTROLE DE OBSERVACAO
Consumo em gramas do Produto em D60

. Amostra Amostra Consumo P1{ Nimero de |Consumo por
Voluntarios _ L L
Peso em DO |Peso em D60 P2 = aplicacdes aplicacdo
Nome/Sobren P1 em (g) P2 em (g)
Ref. Cem (g) N C/Nem (qg)
1 SAND B 665,30 135,02 530,28 113,0 469
li e
ull
1 S i
5 LUZT L 534,34 138,53 395,81 109,0 3,63
L e e R
7 ANAL O 670,42 265,23 405,19 81,0 5,00
8 ELIA S 669,48 169,33 500,15 112,0 4,47
9 ANAM B 669,56 92,92 576,64 100,0 5,77
G0 EAT R OO0 AR OISR OO AR O SAR ORI ACRERAR VAR
11 ANAC P 804,46 204,56 599,90 109,0 5,50
DN afiilili
(ORI
14 FERN C
RHE
Il
17 ANAM A 530,89 374,97 155,92 120 1,30
18 MARC K 670,33 158,92 511,41 102 5,01
19 ALES G 538,38 107,85 430,53 a9 4,35
20 PRIS Q) 669,27 288,91 380,36 107 3,55
21 LILT A 669,00 104,43 564,57 110 5,13
22 ROSE C 536,29 236,45 299,84 114 2,63
23 ROSE O 804,37 168,84 635,53 120 5,30
24 SILV F 1069,43 227,63 841,80 118 7,13
25 DANI M 939,21 196,87 742,34 120 6,19
26 ELIS O 937,88 149,39 788,49 112 7,04
L A 1 ot e e e A
28 IVON B 401,25 120,11 281,14 108 2,60
29 DURV S 400,24 92,89 307,35 108 2,85
Cnmiunm Médio_du 4,56 + 1,57
Painel + Desvio
Legenda:
NHHWHWN Exclusdo
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QUALIDADES COSMETICAS - Opinido dos Voluntarios D30

Itens de avaliacao
(18 resultados extrapolados)

Numero de respostas

Porcentagem de
voluntarios satisfeitos

Facil aplicagdo 18 100%
Textura agradavel 17 94%
Fragrancia agradavel 3 17%
Rapida penetracio 14 78%
Pele mais lisa 17 94%
Atenuacdo da celulite 10 BE%
Reducdo de gordura 7 39%
Pele mais hidratada 16 89%
Pele mais macia 16 89%
Intencado de compra 16 89%

PREFERENCIA E INTENCAO DE COMPRA — D30

Itens de avaliacdo

Numero de respostas

Porcentagem de
voluntarios satisfeitos

Preferéncia pelo produto testado comparado ao produto usual

2 12%
(18 voluntarios considerados para este item)
Preferéncia pelo produto usual comparado ao produto testado 4 529
(18 voluntarios considerados para este item) -
Mao sabem optar pela preferéncia .
12 67%

(18 voluntarios considerados para este item)
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QUALIDADES COSMETICAS - Opinido dos Voluntarios D60

Itens de avaliacdo
(18 resultados extrapolados)

Niumero de respostas

Porcentagem de
voluntarios satisfeitos

Facil aplicacdo 18 100%
Textura agradavel 15 83%
Fragrancia agradavel 5 33%
Répida penetracdo 16 899
Pele mais lisa 17 94%
Atenuacao da celulite 13 72%
Redugao de gordura 10 56%
Pele mais hidratada 16 89%
Pele mais macia 16 89%
Intengdo de compra 13 72%

PREFERENCIA E INTENCAO DE COMPRA — D60

Itens de avaliacdo

Numero de respostas

Porcentagem de
voluntarios satisfeitos

Preferéncia pelo produto testado comparado ao produto usual

1 6%

(18 voluntarios considerados para este item)
Preferéncia pelo produto usual comparado ao produto testado < 580
]

(18 voluntarios considerados para este item)
M&o sabem optar pela preferéncia o
12 67%

(18 voluntarios considerados para este item)
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MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

Média entre os leitores

Ref. Estémago Cintura Quadril (superior) Quadril (inferior)
Vol.] D1 D30 | D60 D1 D30 | D60 D1 D30 | De0 D1 D30 | Do0
1| 744|742 | 742 | 73,7 | 743 | 743 | 89,8 | 89,3 | 89,0 | 96,2 | 96,2 | 95,7
b W il il
: u
W i Il
51877 | 8,0 881 90,2 | 89,7 | 888 | 950 959 | 940 | 99,5 | 99,4 | 97,4
N IR
71727 720 721 | 694 | 6908 | 693 | 77,7 | 798 | 798 | 93,2 | 94,4 | 94,2
8| 932|899 928]|o1,8| 0914|908 973 959]| 9,0 |1164]1143] 1138
9le672| 677|674 626|625 629 738| 735| 740 | 876 | 87,8 | 87,5
S I | It
11| 705 | 69,8 | 70,4 | 69,8 | 67,7 | 69,5 | 838 | 81,7 | 82,1 | 974 | 957 | 95,4
12 itk m f w LA JUW{
} W i
14| 784 | o0 | o0 | 725 00 | 00 | 859 | 00 | 00 | 91,7| 00 | 0,0
1l 1 W wr I tiKl Jﬂ“’l
ul i ML I il il IR
17| 71,4 | 71,0 | 702 | 691 | 68,2 | 686 | 773 | 785 | 782 | 89,5 | 88,1 | 88,6
18| 71,3 | 71,9 71,3 | 672 | 66,3 | 69,4 | 772 | 752 | 76,2 | 883 | 88,8 | 90,2
19 81,3 )| 81,1|81,7) 764 )| 740 765 868 | 87,1 | 871 ] 99,1 | 98,2 | 100,1
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Média entre os leitores

Ref, Estdmago Cintura Quadril (superior) Quadril (inferior)
Vol. D1 D30 D60 D1 D30 D60 D1 D30 D60 D1 D30 D60
20 85,3 82,3 83,1 81,0 80,5 80,8 92,5 93,1 96,5 111,00 109,4 | 110,2
21 74,8 74,7 74,7 70,5 69,2 69,7 81,3 80,2 80,3 91,4 90,8 90,6
22 85,2 834 85,5 77,3 775 80,2 95,8 95,1 94,8 106,8 106,3 | 106,7
23 81,3 84,2 82,0 79,8 79,8 80,0 97,3 96,3 95,6 106,7 107,2 | 105,3
24 82,8 82,4 82,6 76,7 75,8 76,8 87,9 87,5 87,4 96,7 96,5 96,2
25 76,1 76,0 755 70,4 69,8 69,2 85,9 83,9 83,6 1014 9.8 98,8
26 80,9 79,8 80,8 81,2 80,3 82,0 91,4 91,7 92,2 100,1 98,9 100,9
il W il 4 Sl

28 77,0 75,9 75,6 79,9 79,7 799 83,8 879 89,7 102,00 101,2 | 10L1
29 76,1 79,9 77,5 72,8 76,5 72,8 91,8 95,7 92,3 105,7 106,8 | 1036

Legenda: [t |
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MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

Média entre os leitores

Ref. Coxa (superior) Coxa (mediana) Coxa (inferior) Pema (superior) Pema (inferior)
Vol.| D1 | D30 | D60 | D1 D30 | D60 | D1 D30 | DGO D1 D30 | D60 D1 D30 | DGO
1 56,1 | 562 | 553 | 451 | 451 | 430 | 368 | 365 355 | 318 | 315 31,3 | 158 | 199 | 197
il AR N ﬂ UM RS
il [ i Y \ u ! |
il i Wl il al IR |
5 56,8 [ 559 | 545 53,2 | 521 | 51,2 | 436 (| 443 | 402 | 366 | 49| 342 | 205 | 203 | 199
i I w1 TR |
7 525 | 531 | 526 | 489 | 486 | 487 | 398 | 383 | 380 | 330 | 332 | 326 | 209 | 194 | 193
8 699 | 679 | 675 614 | 589 | 596 | 485 | 459 | 451 | 424 | 408 | 41,2 | 244 | 241 | 239
9 494 [ 49,1 | 480 | 444 | 445 | 427 | 333 | 341 | 323 | 298| 295 | 288 | 184 | 187 | 183
il I G (TR |
11 | 560 | 535 42| 538 | 525 )] 516 | 40,1 | 389 | 386 | 364 | 354 357 | 21,1 | 209 | 206
il i A R R R AR
H i f i ! f |
14 | 563 | 00 0,0 | 483 L0 0,0 386 ( 00 0,0 | 348 0,0 00 | 21,7 | 00 0,0
sl HH o H IR
R e |
17 | 528 | 514 | 50,7 | 460 | 447 | 457 | 371 | 356 | 351 )| 31,7 | 307 31,3 | 192 | 192 | 192
18 501 506 520 441 | #42 | 48| 37,7 363 389 304 | 301 | 309 | 204 | 202 | 213
19 57,3 563 | 562 | 458 | 450 | 444 | 365 363 | 360 334 | 333 | 341 | 208 | 206 | 208
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Média entre os leitores
Ref.| Coxa (superior) Coxa (mediana) Coxa (inferior) Perna (superior) | Perna (inferior)
Vol. D1 D30 | D60 D1 D30 | D60 D1 D30 | DoD D1 D30 | D60 D1 D30 | D60
20 65,2 | 644 | 649 | 565 | 573 | 56,7 | 448 | 444 | 434 | 384 | 379 | 37,8 | 224 | 224 | 221
21 52,11 50,51 50,3 | 456 | 439 | 434 345 | 34,1 | 336 30,3 | 30,2 | 29,7 | 19,1 | 19,0 ] 18,9
22 60,9 | 60,6 | 606 | 51,8 51,0 491 393 | 386 | 38,1 | 34,1 | 333 | 33,7 | 194 | 194 | 19,7
23 604 | 60,5 59,3 | 520 | 51,4 | 51,8 | 42,6 | 43,2 | 426 | 37,2 | 37,2 | 358 | 21,8 | 21,8 | 21,2
24 57,0 56,8 | 56,7 | 499 | 50,5 50,6 | 41,2 | 41,5 | 41,9 345 | 343 | 33,5 21,1 | 20,9 | 20,5
25 58,1 | 56,5 | 557 | 49,1 | 489 | 486 | 39,2 | 39,1 | 390 31,4 | 31,4 | 31,0 | 19,0 | 19,0 189
26 56,4 | 56,8 | 57,9 | 495 | 49,7 | 50,0 40,1 39,8 | 40,2 | 33,2 | 33,1 | 32,7 | 21,1 | 21,0 | 20,9
i TG I D O
28 60,2 | 583 | 56,8 | 529 | 479 | 475 389 | 386 | 384 | 328 | 34,0 | 339 | 21,7 | 22,0 ] 21,6
29 63,0 | 63,0 | 60,4 | 548 | 53,8 | 51,2 | 41,1 | 40,1 | 38,7 | 32,7 | 33,3 | 329 | 21,8 | 21,7 | 209
Legenda: it all
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MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

Porcentagem de Variagao de Medidas

Ref. Estdmago Cintura Quadril (superior) Quadril (inferior)
Vol. D30 D60 D30 D60 D30 D60 D30 D60
1 99,8% 99,8% 100,9% 100,8% 99,4% 99,1% 100,0% 99,5%
5 101,5% 100,4% 99,5% 98,5% 100,9% 99,0% 99,9% *97,9%
SRR AR RIS DR RCARERCE SO OORAARRRED NSRS RRARRETOTAOER ORI ORHROIRCARROR
7 99,1% 99,3% 100,5% 99,8% 102,7% 102,7% 101,3% 101,1%
8 ¥96,5% 99,6% 99,5% 98,9% 98,6% 98,7% 98,2% 97, 8%
9 100,8% 100,3% 99,8% 100,4% 99,5% 100,2% 100,3% 100,0%
RO AR RO DR ACARRRCEERO SOCRRARRRED ORI RRARRICRRER AR RRROIRCARROE
11 98,9% 99,8% *97,0% 99,6% *97,5% *98,0% 98,3% *98,0%
14 m
17 99,5% 98,3% 98,7% 99,3% 101,5% 101,2% 98,4% 99,0%
18 100,8% 100,0% 98,7% 103,3% *97,3% 98,7% 100,5% 102,2%
19 99,7% 100,6% *¥95,8% 100,2% 100,3% 100,3% 99,1% 101,1%
20 ¥95,5% 97, 4% 99,4% 99,8% 100,7% 104,3% 98,6% 99,2%
21 99,9% 99, 9% 98,2% 98,8% 98,7% 98,8% 99,3% 99,1%
22 ¥97,9% 100,4% 100,1% 103,7% 99,2% 99,0% 99,5% 99,8%
23 103,5% 100,8% 100,0% 100,3% 98,9% 98,2% 100,4% 98,7%
24 99,5% 99,8% 98,9% 100,1% 99,5% 99,4% 99,68% 99,5%
25 99,9% 99,2% 99,2% 98,3% *97,6% *97,3% 98,4% *97,4%
26 98,7% 99,9% 98,9% 101,1% 100,4% 101,0% 98,8% 100,8%
RS AR RO DR ACARRRC O SOORNRARRRED RO RRARRICROER ORI RRROIRCARRO
28 98,6% 98,2% 99,8% 100,1% 104,9% 107,1% 99,2% 99,1%
29 104,9% 101,8% 105,0% 100,0% 104, 2% 100,5% 101,0% *98,0%
Média 99,8% 99,7% 99,5% 100,2% 100,1% 100,2%0 99,5% 99,3%
Desv.
Pad. 0,021 0,010 0,017 0,014 0,021 0,024 0,010 0,013
el 17% 6% 11% 0% 17% 11% 0% 28%
Reat.
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MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

Porcentagem de Variacdo de Medidas

Ref, Coxa (superior)| Coxa (mediana) Coxa (inferior) | Perna (superior)| Perna (inferior)
Vol. D30 D60 D30 D60 D30 D60 D30 D60 D30 D60
1 100,2% | 98,6% | 100,0% | *95,2% | 99,2% [ *96,3% | 98,9% 98,3% [ 100,4% | 99,4%
5 98,5% | *96,1% | 98,1% | *96,4% | 101,6% [ *92,2% | #95,2% | *93,5% | 98,9% | *96,9%
TGN OAMRTATAN ORS00I ORI RCEAIOT ERCHDIAR OAIOSIADIR, AOAIRSERRN
7 101,0% | 100,2% | 99,3% 99,7% | #96,2% | *95,3% | 100,7% | 99,0% | *92,6% | *92,0%
g *97,1% | *96,6% | *96,0% | *97,1% | *96,7% | 99,2% | *96,3% | *97,2% | 98,8% 98, 0%
9 99,3% | *97,3% | 100,3% | *96,3% | 102,3% | *96,8% | 99,0% | #*96,7% | 101,4% | 99,2%

00000000 0000000000 O O AR
11

*95,6% | *96,9% | *97,7% | *96,0% | *97,0% [ *96,2% | *97,2% | 98,2% 99,1% | *97,8%

14

17 *67,3% | *96,1% | *97,2% | 99,3% | *95,9% [ *94,7% | *95,9% | 98,8% | 100,1% | 100,0%
18 100,9% | 103,8% | 100,1% | 99,3% | *96,1% | 103,1% | 99,0% ] 101,8% | 99,3% | 104,4%
19 98,1% | *98,0% ]| 98,2% | *96,9% | 99,3% 98,5% 99,8% | 102,2% | 99,2% 99,9%
20) 98,7% 99,5% | 101,4% | 100,4% | 99,0% [ *96,7% | 958,6% 98,5% | 100,0% | 98,6%
21 #96,9% | *96,5% | *96,3% | *95,1% | 98,9% [ *97,5% | 99,7% 98,1% 99,8% 99,0%
22 99,4% 99,4% 98,4% | *94,7% [ 98,7% | *96,9% | *97,6% | 98,8% 99,7% | 101,5%
23 100,3% | 98,3% 98,9% 99,6% | 101,4% [ 100,1% | 100,1% | *96,3% | 100,0% | *97,2%
24 99,8% 99,5% | 101,2% | 101,4% | 100,7% [ 101,8% | 99,3% | *97,2% | 99,1% | *97.4%
25 *67,4% | *96,0% | 99,5% 99,0% 99,8% 99,5% | 100,3% | 99,0% 99,7% 99,2%

100,8% | 102,7% | 100,3% | 101,0% | 99,5% [ 100,3% | 99,9% | 98,6% | 99.6% 99,1%

26
IR AP OO TR TR TR RSOOSR AT TSRO
28

*96,9% | *94,4% | *90,7% | *89,9% | 99,7% 98,7% | 103,7% ]| 103,3% | 101,4% | 99,4%
29 100,19 | *95,9% | 98,2% | *93,5% | *97,4% [ *94,0% | 101,9% | 100,6% | 99.8% 96,2%

Média 98,8% | 98,1% | 98,4% | 97,.3% | 98,9% | 97,6% | 99,1% | 98,7% | 99,4% | 98,6%

Desv. Pad.| 016 | 0,025 | 0,025 | 0,030 | 0,020 | 0,028 | 0,020 | 0,023 | 0,019 | 0,005

%\_"DI ' 33% 56% 28% 56% 33% 56% 28% 28% 6% 28%
Reatijvos*
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MEDIDAS DA ESPESSURA DA HIPODERME

Média dos valores

Ref. Braco Abddémen Coxa
Vol. D1 D30 D60 D1 D30 D60 D1 D30 DGO
1 0,52 0,55 0,71 2,63 2,39 2,59 3,28 2,67 2,97
U ! e ! |
ikt N sttt )\ W
! L? IH 44 G B 1 TI
5 0,83 0,86 0,68 4,40 4,18 3,80 3,57 3,15 3,15
: o A N
7 0,61 0,34 0,35 2,31 2,18 2,38 2,96 2,77 2,71
8 0,73 1,14 1,06 5,33 4,94 4,19 3,34 4,80 4,48
9 0,48 0,50 0,51 2,90 2,82 2,76 2,79 2,28 2,61
0 A R A
11 1,08 0,92 2,07 3,13 2,69 3,12 4,13 3,49 3,78
! T TITHATIR
| \'H o 1 i
14 0,36 0,00 0,00 3,36 0,00 0,00 3,28 0,00 0,00
I I PR e
? i e W e
17 0,68 0,85 0,00 2,88 2,82 0,00 3,35 3,25 0,00
18 0,31 0,55 0,37 1,38 1,49 1,43 3,04 3,27 2,90
19 0,30 0,37 0,64 2,12 2,38 2,04 2,92 3,12 2,92
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Média dos valores

Ref. Braco Abddomen Coxa

Vol. D1 D30 D60 D1 D30 D60 D1 D30 D60
20 1,28 0,87 1,11 4,74 4,18 4,98 4,10 3,85 3,95
21 0,67 0,47 0,78 2,71 2,63 2,59 2,39 2,26 2,55
22 0,45 0,66 0,66 2,23 2,25 2,10 2,71 3,48 3,23
23 0,63 1,05 0,65 5,15 4,91 4,75 4,56 4,60 4,28
24 0,66 0,42 0,44 3,19 3,02 2,98 2,98 2,75 2,92
25 0,59 0,31 0,30 2,49 2,29 2,26 3,52 2,93 2,77
26 1,21 0,60 0,76 3,06 3,24 3,12 2,13 2,06 2,95

0 A
28 0,40 0,59 0,47 3,87 3,83 3,93 2,88 2,64 2,80
29 0,70 0,44 0,66 3,38 2,94 3,16 3,61 3,85 3,36
Legenda:
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MEDIDAS DA ESPESSURA DA HIPODERME

Porcentagem de Variacdo de Medidas

Ref, Braco Abdémen Coxa
Vol. D30 DGO D30 D60 D30 D60
1 105,8% 136,8% *90,6% 98,5% ¥81,5% *90,7%
i
?
5 103,6% *82 305 %95, 19 Fg6,3% ¥88,1% *88 205
RN R AR AR OO AR RO RO AR RCE ACRACREACATRCRUAN AR RS AR AT
7 ¥56,0% #5719 £94,29% 103,2% k93 6% %91,4%
8 157,3% 145,4% £92,6% ¥78,5% 143,8% 134,1%
g 104,9% 107,7% *97,1% ¥95,2% ¥81,6% %93,7%
HREE X RNAREE R ERCA AR AN OO AR RO HTRCS AR RCE ARCRACREACRTRCRUAN AR RS AR AT
11 ¥84,9% 190,8% *85,9% 99,8% ¥84,5% *91,4%
14 / / i
18 178,5% 120,4% 108,2% 103,4% 107,6% *95 £op
19 120,9% 209,9% 112,3% ¥96,4% 107,0% 100,0%
20 ¥67,5% *86,2% £88,3% 105,2% ¥93,9% %96,5%
21 71,0% 116,5% £95,8% k95 39, k94, 4% 106,4%
22 147,0% 147,0% 100,9% ¥94,3% 128,5% 119,2%
23 166,1% 103,2% %95, 4% ¥92,3% 100,9% *93,8%
24 ¥63,5% *67,5% ¥94,6% ¥93,4% ¥92,1% %97 9%
25 ¥52,3% *51,1% ¥91,7% ¥90,6% ¥83,2% %78,6%
26 ¥50,0% %63,3% 105,7% 101,7% ¥95,9% 138,9%
HREE R RO AER AN OO AR RO HTROS AR RCE ARCRRCRAEACATRCRUAN AR RS AR AT
28 147,5% 117,5% 99,0% 101,6% k91,6% %97 295
29 ¥62,7% %94, 7% *87,0% ¥93,5% 106,6% %93,0%
Média 102,3% 111,6% 96,2% 95,8% 08,6% 100,4%
Desv. Pad. 0,435 0,446 0,073 0,068 0,167 0,160
%Vol. 47% 41% 71% 59% 65% 71%
Reativos®
lLegenda:

(TR

Exclusdo

* Vol Reativos sdo agueles onde foi observada reducio superior a 2%
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MEDIDAS DA GORDURA CORPORAL

Média dos valores

205

Ref. Triceps Abdominal Supra iliaca Supra espinal
Vol. D1 D30 D60 D1 D30 D60 D1 D30 D60 D1 D30 D60
1 28,5 26,0 25,5 20,1 16,9 17,0 25,7 19,9 22,0 13,9 13,5 11,5
A O A
il I

R s

5 26,1 24,9 27,6 26,1 27,2 25,1 29,9 28,0 27,4 25,8 23,2 28,1
D Ml D LR
7 24,0 23,1 249 16,0 15,9 15,4 16,5 16,6 14,4 6,9 7.5 7,0
8 31,9 31,0 29,0 25,2 24,4 25,0 254 26,3 28,1 22,2 20,1 24,7
9 21,9 19,5 19,4 18,8 18,5 18,6 18,0 16,8 17,4 13,0 13,9 11,5
A M
11 31,8 29,5 29,0 22,4 20,4 20,5 26,0 18,5 20,5 17,8 18,4 15,5
R T e
: AR : A TR T
14 21,5 0,0 0,0 25,2 0,0 0,0 26,3 0,0 0,0 12,1 0,0 0,0
I ; TR
A G L
17 24,9 24,8 23,5 16,0 15,1 14,9 16,2 16,0 14,1 13,0 11,8 12,1
18 16,2 16,4 18,1 11,7 12,5 12,5 11,5 10,6 11,8 6,9 6,9 6,5
19 16,0 14,9 14,4 21,6 21,8 22,5 16,0 14,7 15,3 9,5 9,1 9,5
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Média dos valores
Ref. Triceps Abdominal Supra iliaca Supra espinal
vol. D1 D30 D60 D1 D30 D60 D1 D30 D60 D1 D30 D60
20 26,1 26,1 24,0 27,4 27,1 26,0 25,4 25,0 23,5 18,2 19,5 16,4
21 20,0 17,9 18,0 22,1 21,9 24,0 240 21,8 23,0 13,0 11,4 11,8
22 18,5 19,0 19,1 17,8 19,5 20,0 20,9 20,3 23,3 15,9 18,0 19,3
23 33,0 31,0 27,5 24,0 24,0 23,8 29,0 31,1 28,7 16,4 16,5 13,2
24 18,3 18,0 18,6 28,1 28,1 27,0 31,0 29,9 28,2 12,9 13,0 12,0
25 20,9 19,7 18,5 25,1 20,1 20,4 20,5 20,5 18,2 12,5 9,1 12,0
26 29,0 30,0 30,3 24,9 26,1 25,5 25,3 24,9 24,6 19,0 18,2 16,8
) T S OGS R sl R
28 22,4 23,3 20,4 20,0 18,9 18,4 17,2 21,1 18,7 10,5 10,0 10,4
29 20,4 19,0 19,2 20,1 22,0 19,3 18,2 16,4 17,0 18,1 13,4 15,0
Legenda:
[ P | - |/ Exelusdio
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MEDIDAS DA GORDURA CORPORAL

Média dos valores

Ref. Coxa lateral Coxa medial Coxa proximal

Vol. D1 D30 D60 D1 D30 D60 D1 D30 D60
1 28,4 25,6 26,2 24,5 26,1 26,1 25,0 25,7 26,4

L Ll nH !
i * |
5 33,2 40,0 40,7 28,3 30,9 29,3 24,1 27,9 21,7
I
7 27,2 33,5 31,4 26,8 29,1 31,9 21,1 22,0 22,9
8 53,7 48,9 49,2 37,9 39,4 38,6 37,0 36,1 40,1
9 26,5 24,9 29,0 20,9 21,9 19,4 18,0 17,5 15,0
il 1R & M [ll
11 38,2 42,0 38,4 40,1 39,5 359 32,3 37,0 32,0
i IH AHL J
i Ll L
14 33,3 0,0 0,0 24,5 0,0 0,0 26,4 0,0 0,0
Il P Ll H
il
17 34,0 32,1 39,1 27,8 30,2 29,9 28,9 27,6 24,9
18 30,4 31,8 38,2 26,9 24,6 259 23,6 26,9 25,1
19 32,5 32,0 38,0 20,3 21,9 20,9 16,1 17,1 17,2
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Média dos valores

Ref. Coxa lateral Coxa medial Coxa proximal
Vol. D1 D30 D60 D1 D30 D60 D1 D30 D60
20 42,5 41,0 42,8 354 34,8 33,5 31,1 30,9 27,5
21 23,9 26,5 32,2 16,1 17,9 16,2 11,3 11,9 10,2
22 31,9 32,1 34,9 24,0 26,3 26,1 23,4 22,0 20,5
23 42,2 38,3 40,1 36,0 41,4 38,5 24,9 24,2 25,2
24 31,0 30,3 29,0 18,3 18,7 19,1 18,5 18,5 16,2
25 39,6 37,9 36,5 22,3 17,7 17,5 26,3 23,9 24,5
26 40,0 42,4 41,7 32,8 34,0 32,7 36,4 37,9 35,2

| N U
28 38,5 32,2 30,8 23,4 24,9 22,2 24,6 23,2 22,6
29 36,5 31,1 28,3 30,1 31,4 28,1 28,2 32,5 26,0

Legenda: || A | - [(Exelusdo
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MEDIDAS DA GORDURA CORPORAL

Porcentagem de Variacao de Medidas

Ref. Triceps Abdominal Supra-iliaca Supra-espinal
Vol. D30 D60 D30 D60 D30 D60 D30 D60
1 *01,3% *89,5% *83,8% *84.4% *77.3% *85,5% *06,9% *82,5%

5 "954% | 1057% | 104.2% | *96,2% | *93,8% | *916% | *90,0% | 109,2%
RCRCECOR ORRROOE AR ORORRIRZRROOCR N RRPSRROR OO OR R ORI ROSIR, TOSOOSOEGIOSINIE AOOOOCSROIND IAORRCERIHAIN
7 %06,3% | 103,7% | 99,6% | *06,7% | 101,0% | *87,7% | 107,7% | 101,0%
8 797 1% | "90,7% | "97,0% | 99.0% | 103,5% | 110,4% | *90,6% | 11L,1%
9 %80,0% | *88,7% | 98,4% | 08,0% | *03,5% | *96,5% | 107,5% | *88,9%
IIESEAAAID ATARARDEORE SOMAAPEIDARDR AOCRIORY TATRR ROV CHRDCAG A MTMARENCI0LD KRS0
11 ¥030% | *91,3% | *00,9% | *01,2% | *71,0% | *78,7% | 103,8% | *87,%
14 / / / / /
17 06% | *941% | *044% | *03,1% | 984% | *869% | *90,8% | *92,8%
18 101,0% | 111,0% | 106,8% | 106,8% | 92.2% | 102,9% | 99,5% | +93,8%
19 "02,0% | *90,2% | 100,8% | 104,0% | *91,9% | *96,0% | *96,1% | 100,0%
20 99.9% | *92,1% | 98,8% | *94,9% | 98.4% | *92,7% | 106,5% | *89,9%
21 ¥80,5% | '89,8% | 99,2% | 108,6% | *00.7% | *958% | *87,7% | *90,3%
22 102,7% | 103,4% | 109,6% | 112,4% | *97,0% | 1111% | 113,2% | 121,4%
23 "03,8% | '83,4% | 99.9% | 99,0% | 107,0% | 989% | 100,2% | *80,5%
24 %085% | 101,8% | 100,0% | *06,2% | %96,3% | *90,9% | 101,3% | *93,5%
25 ¥043% | *88,6% | *80,1% | *8L,4% | 99,8% | *88,6% | *72,7% | *96,3%
26 1033% | 1044% | 1047% | 102,1% | 98,6% | "97,4% | "96,0% | *88,2%
TSR VRN ROERRI MRSV ORI, OO VAR OOV ATHOEAG NI RTHEYACIN RO
28 104,0% | *91,1% | *945% | *92,0% | 122,5% | 108,5% | *952% | 99,4%
29 T03,0% | '94,0% | 109,3% | *057% | *90,3% | 93,2% | *74,2% | *83,0%
Média | 96,4% | 953% | 98,4% | 97,4% | 957% | 952% | 961% | 94,9%
Desv.Pad| (647 | 0078 | 0078 | 0078 | 0100 | 0088 | 0108 | 0,107
Yvol. | e 67% 33% 56% 56% 72% 56% 67%
Reatjvos*
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MEDIDAS DA GORDURA CORPORAL

Porcentagem de Variacdo de Medidas

Ref. Supra-espinal Coxa lateral Coxa medial Coxa proximal
Vol. D30 D60 D30 D60 D30 D60 D30 D60
1 *96,9% *82,5% #90,2% *92,3% 106,4% 106,3% 102,8% 105,5%
2]
3l
Al Ul
5 *9(),0% 109,2% 109,1% 103,5% 115,7% ¥89,9%
NN ERRRRIEAAT AR
7 107,7% 101,0% 123,2% 115,6% 108,6% 119,2% 104,3% 108,5%
8 *00),6%0 111,1% #91,2% *91,6% 103,8% 101,7% *97,5% 108,2%
9 107,5% *88,9% #94,0% 109,4% 104,9% *92,7% *97,2% ¥83,2%
A RO R
11 103,8% *g7 110,0% 100,5% 99,2%
il I U]
1 1 Il
14 / / / / /
1 I I
i I |
17 *90,8% *92,8% #94,4% 115,1% 108,6% 107,8% #95,7% ¥86,4%
18 99,5% *93,8% 104,5% 125,5% *91,6% *96,3% 114,0% 106,2%
19 *06,1% 100,0% 98,6% 117,0% 108,2% 103,1% 106,0% 106,0%
20 106,8% *+89,9% *96,5% 100,9% 98,4% *94,6% 99,5% ¥88,5%
21 *87,7% *50),3% 110,7% 134,4% 110,7% 100,6% 105,3% ¥90),6%
22 113,2% 121,4% 100,6% 109,5% 109,4% 108,9% *04,3% K87, 7%
23 100,2% *80,5% #90,9% *95,0% 115,0% 107,0% *97,1% 101,1%
24 101,3% *93,5% *97,8% *93,7% 102,2% 104,6% 99,6% ¥87,4%
25 *72,7% *56,3% #95,5% *92,1% *79,4% *78,2% #91),9% ¥93,0%
26 *96,0% *88,2% 106,0% 104,3% 103,7% 99,7% 104,3% ¥96,9% |
05O OO0 OO OO0 O
28 *95,2% 99,4% #83,6% *80,0% 106,4% *94,9% #94,4% ¥91,9%
29 *74,2% *83,0% *85,3% *77,6% 104,3% *93,1% 115,4% ¥92,4%
Média 926,1% 94,9% 99,7% 104,3% 103,9% 100,1%0 102,7% 95,7%
Desv. Pad. | 0,1078794| 0,1069478| 0,1105534| 0,1561022| 0,0811066 | 0,0905225 | 0,0789625 | 0,0842839
val. 56% 67% 56% 39% 11% 399 39% 61%
| _Reativac*
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PESO DOS VOLUNTARIOS

Pesagem e IMC — D1

211

Ref. Vol. Peso Altura IMC
1 58,7 1,60 22,93
i i il Jﬂl
i AR A
5 70,1 1,55 29,18
I IS
7 53,4 1,56 21,94
8 87,0 1,72 29,41
9 44,8 1,50 19,91
| I A
11 59,0 1,58 23,63
1 ; T
i |
14 60,4 1,61 23,30
It f i B
Iy Eﬂ f W
17 49,5 1,49 22,30
18 50,0 1,59 19,78
19 58,8 1,62 22,41
20 78,7 1,64 29,26
21 52,0 1,57 21,10
22 67,8 1,60 26,48
23 67,4 1,53 28,79
24 66,5 1,60 25,98
25 58,3 1,60 22,77
26 60,8 1,50 27,02
Anexo 3




Pesagem e IMC — D1

Ref. Vol. Peso Altura IMC
I !
28 65,3 1,63 24,58
29 62,2 1,56 25,56
Legenda: -
|[peltdtbiel | [Exclusdo

Anexo 3
212




PESO DOS VOLUNTARIOS

Pesagem e IMC — D30

Ref. Vol. Peso Altura IMC
1 58,2 1,60 22,73
Eﬂ m m E E E‘ 1
5 69,9 1,55 20,09
ﬂ] JIII ﬂl I
7 54,4 1,56 22,35
8 87,5 1,72 29,58
9 45,3 1,50 20,13
I ﬂl ﬂ]
11 56,3 1,58 22,55
)t
i H
14 ! ! /
15 iyl I i i
1§
17 49,1 1,49 22,12
18 51,1 1,59 20,21
19 58,9 1,62 22,44
20 77,3 1,64 28,74
21 52,3 1,57 21,22
22 67,9 1,60 26,52
23 68,4 1,53 29,22
24 65,7 1,60 25,66
25 57,1 1,60 22,30
26 61,0 1,50 27,11
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Pesagem e IMC — D30

Ref. Vol. Peso Altura IMC
28 65,8 1,63 24,76
29 65,2 1,56 26,79
Legenda: .
|[fefidteiell|  [exclusso
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PESO DOS VOLUNTARIOS

Pesagem e IMC — D60

Ref. Vol. Peso Altura IMC

1 58,6 1,60 22,89
i

5 69,9 1,55 29,09
7 54,3 1,56 22,31
8 88,3 1,72 29,85
9 45,0 1,50 20,00
11 57,6 1,58 23,07
14 / / /
i f
17 48,4 1,49 21,80
18 50,2 1,59 19,86
19 60,0 1,62 22,86
20 78,3 1,64 29,11
21 51,9 1,57 21,06
22 68,4 1,60 26,72
23 67,6 1,53 28,88
24 67,3 1,60 26,29
25 56,2 1,60 21,95
26 61,8 1,50 27,47
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PESO DOS VOLUNTARIOS

Pesagem e IMC — D60

Ref. Vol. Peso Altura IMC
28 66,5 1,63 25,03
29 62,1 1,56 25,52
Legenda: -
[t | | Exclusso
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