Avaliacao in vitro do perfil de seguranca de

cosmecéuticos contendo fatores de
crescimento e seus analogos

In vitro evaluation of the safety profile of cosmeceuticals contai-
ning growth factors and their analogues

RESUMO

Introdugido: Envelhecimento cutaneo é afeccio que atinge ou atingird todas as pessoas, € seu
tratamento representa desafio clinico. Os fatores de crescimento e seus analogos surgem como

promissora op¢io terapéutica.

Objetivos: avaliar o perfil de seguranca de alguns produtos dermocosméticos a base de fato-
res de crescimento ou seus analogos destinados a esse fim, utilizando modelos in vitro de cul-

tura de células da pele humana.

Métodos: foram estudados dois tipos de culturas celulares, com a avaliagio dos efeitos dos
produtos teste sobre a proliferagio de células tumorais (células de melanoma) e sobre a proli-

feracdo de fibroblastos humanos normais.

Resultados: nio foram encontradas alteracdes morfologicas significativas nas culturas de
melanoma humano e nio houve alteracdes significativas no nimero de células saudaveis, pelo
menos na cultura de fibroblastos normais, tendo mesmo havido em alguns deles a proliferacio

dessas células.

Conclusdes: Esses dados preliminares demonstram que os produtos cosmecéuticos que con-
tém fatores de crescimento como ativos principais podem ser considerados seguros para apli-

cagdo topica.

Palavras-chave: peptideos e proteinas de sinalizacio intercelular; envelhecimento da pele; pele.

u
ABSTRACT

Introduction: Aging skin is a condition that affects (or will affect) all people, and its treatment is con-
sidered a clinical challenge. Growth factors and their analogues are emerging as a promising therapeutic

option.

Objectives: 1o evaluate the safety profile of some dermocosmetic products with formulations based on
growth factors — or their analogs intended for that purpose — using in vitro human skin cell culture

models.

Methods: Tivo types of cell cultures were studied, and the effects of the study products on the prolife-

ration of melanoma cells and normal human fibroblasts were evaluated.

Results: No significant morphological alterations were found in the cultured human melanoma, and no
significant decrease in the number of healthy cells was verified in the normal fibroblasts culture. In some

cases there was even a proliferation of those cells.

Conclusions: These preliminary data demonstrate that cosmeceutical products containing growth fac-

fors as an active principle can be considered safe _for topical application.
Keywords: intercellular signaling peptides and proteins; sking aging; skin.
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INTRODUGCAO

A pele, o maior 6rgio do corpo humano, tem participagio
importante na prote¢io contra agressdes ambientais, impedindo
a perda de fluidos corpéreos essenciais, a invasio de agentes
toxicos, microrganismos e quantidades excessivas de radiagio
ultravioleta, bem como protegendo contra correntes elétricas,
forcas mecanicas e diferengas de temperaturas.’

Nas altimas décadas, muitos autores afirmam que a pele,
particularmente representada por epiderme e derme, apresen-
ta intensa atividade metabdlica e endocrinolégica.” Células
residentes na pele também sintetizam e liberam grande quan-
tidade de hormonios e neurotransmissores, entre eles hormo-
nio paratireoidiano (PTH), peptideos proopiomelanocortina-
derivados (POMC:s), hormonio estimulador de melandcitos
(MSH), hormonio adrenocorticotréfico (ACTH), beta-endor-
fina e encefalinas, hormonio liberador de corticotropinas
(CRH), peptideos urocortinas, os neurotransmissores catecola-
minas e acetilcolina, os precursores das aminas biogénicas e os
fatores de crescimento.”"" Todas essas substincias produzidas
local ou sistemicamente atuam em receptores especificos,
recentemente descritos na pele.”

A regulagio dos mecanismos de defesa da pele na
homeostasia local e sistémica desempenha papel fundamental na
patogénese e no controle de uma variedade de desordens cuta-
neas, incluindo psoriase, dermatite de contato alérgica e irritati-
va, liquen plano, alopecia areata e vitiligo, e, mais recentemente,
o envelhecimento cutaneo.”"

Durante anos, vém-se buscando alternativas para interrom-
per, reverter ou controlar as altera¢des que ocorrem na pele
durante o processo de envelhecimento.

Envelhecimento cutaneo (EC) representa insidioso, multi-
fatorial e progressivo processo degenerativo, de curso inevitavel
e praticamente irreversivel.” Caracteriza-se por alteragdes celu-
lares e moleculares, com diminui¢cio progressiva da capacidade
de homeostase do organismo, levando a senescéncia e morte
celular programada (apoptose).”

E tido como resultado de dois processos sinérgicos: enve-
lhecimento intrinseco ou cronoldgico e envelhecimento extrin-
seco.”” Envelhecimento intrinseco ou cronoldgico é definido
como sendo um processo geneticamente programado, portanto
independente dos fatores externos ou ambientais, podendo ser
disparado ou agravado por fatores neuro-hormonais. Por outro
lado, o envelhecimento extrinseco corresponde as mudancas
ocorridas na pele devido ao estilo de vida, sendo influenciado,
sobretudo, pela radia¢io ultravioleta (UV), seguida por produtos
quimicos, tabagismo, calor e demais insultos ambientais. Ambos
aceleram as alteracdes sofridas pelo tecido cutaneo durante o
processo de envelhecimento, alterando direta ou indiretamente
o complexo sistema neuroimunoendocrinologico da pele.”*

Com o passar do tempo, ocorrem alteracdes moleculares
que desencadeiam alterag¢des organicas que, em Gltima anilise,
levam ao envelhecimento. Exemplo de mecanismo resultando
em envelhecimento cutaneo é o reparo no DNA telomérico no
final dos cromossomos, com seu encurtamento e ruptura.’*”
Como a DNA-polimerase nio consegue transcrever a sequén-
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cia final de bases presentes na fita de DNA durante a replicagio,
o tamanho telomérico se reduz a cada mitose.” Essa reduc¢io do
teldmero foi associada ao envelhecimento celular.?

Outra altera¢do importante ¢ a degrada¢io de produtos oxi-
dados, que ¢ fun¢io exercida pela proteossoma, protease multica-
talitica cuja atividade parece diminuir ao longo da vida, notando-
se degradacio incompleta de proteinas oxidadas, aumento de
agregados proteicos e aceleracio da disfuncio celular.”*

O aumento da expectativa de vida populacional, segundo a
Organiza¢cio Mundial de Satde, tem estimulado tanto o estudo
do processo de envelhecimento cutineo quanto a busca de fer-
ramentas para seu tratamento, controle e prevencio, visando
principalmente a qualidade de vida durante esse insidioso e
degenerativo processo, com base em mecanismos bioquimicos,
moleculares e celulares.”

Muitos ativos ditos antienvelhecimento sio incorporados
aos chamados cosmecéuticos, que, apesar de se nomearem por
termo ainda nio reconhecido pelas agéncias regulatérias de dro-
gas, constituem uma classe de produtos topicos situados, segun-
do seu mecanismo de ac¢do, entre os cosméticos e os medica-
mentos. Sio definidos como produtos cosméticos que propor-
cionam beneficios semelhantes aos dos medicamentos, com
seguran¢a e eficicia comprovadas através de métodos validados
internacionalmente. Dessa forma, podem ser tteis como coad-
juvantes ao tratamento clinico medicamentoso, no preparo da
pele para procedimentos e na manutencio de resultados.”

Muitas classes de ativos antienvelhecimento tém sido
desenvolvidas e, com base na pesquisa envolvida, podem ser
incorporadas aos cosmecéuticos, com grande possibilidade de
beneficio clinico. Nesse contexto, os fatores de crescimento ou
analogos dessas substancias vém-se mostrando substancias pro-
missoras nas estratégias de rejuvenescimento, participando desse
processo em diversos niveis.”*

Fatores de crescimento (do inglés growth factors) formam
um conjunto de substancias, a maioria de natureza proteica, que
juntamente com hormonios, citocinas e neurotransmissores
desempenham importante papel na comunica¢io intercelular."
A fungio principal dos fatores de crescimento ¢ o controle
externo do ciclo celular, mediante abandono da quiescéncia
celular (fase GO) e entrada da célula na fase G1.”

No entanto, a fun¢io dos fatores de crescimento nio se
limita a estimulac¢io da proliferacio celular mediante a regulacio
de seu ciclo iniciando a mitose, mas é também crucial na manu-
tencio da sobrevivéncia, na estimula¢io da migracio e na dife-

renciacio celular, bem como na apotose.”

Eles promovem a
diferencia¢io e a maturagio das células, dependendo do tipo de
fator de crescimento envolvido, bem como de seu local de a¢io.
As proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs), por exemplo, esti-
mulam a diferenciacio Ossea, enquanto o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) estimula a diferenciacio dos vasos
sanguineos.*

Outro aspecto de grande importancia consiste no fato de
que os fatores de crescimento desempenham sua fun¢io em

muito baixas concentragdes nos liquidos ou tecidos corporais,
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na maioria das vezes na ordem de picogramas (pg).” De manei-
ra geral, agem como sinalizadores entre as células, unindo-se a
receptores celulares especificos situados na membrana celular
que transmitem o sinal do exterior para o interior da célula,
mediante o acoplamento de diferentes proteocinases que se fos-
forilam e ativam uma cascata de sinais que acaba com a ativagio
de um ou varios genes (transducio de sinal).”

Com o intuito de avaliar a importancia dos fatores de cres-
cimento no ciclo de vida celular, estudos utilizando modelos de
culturas de células (in vitro) demonstraram que os fatores de cres-
cimento sdo transportados pelo soro e sio produzidos em gran-
de ntimero de células. Nesses estudos in vitro, evidenciou-se que,
para que as células proliferem em cultura, é necessaria a existén-
cia de soro rico em fatores de crescimento e moléculas de ade-
sdo, além de outras moléculas nutritivas como lipoproteinas,
transferrina, aminoacidos e substratos energético-metabolicos.***

Além disso, estudos direcionados ao envolvimento dos
fatores de crescimento nos processos cutaneos tém demonstrado
seu papel na cicatrizagio de feridas e remodelagdo tecidual.**

Assim como uma lesdo, o envelhecimento cutineo pode ser
considerado injaria de origem aguda e cronica sobre a pele,
desencadeando uma cascata de eventos que inclui inflamacio,
formagio de tecido novo e remodelagio tecidual, o que final-
mente resulta em reconstru¢io parcial da area afetada. Esse pro-
cesso de reparagdo ¢ iniciado imediatamente apés a injuria atra-
vés da liberacio de varios fatores de crescimento, citocinas e
compostos séricos de baixo peso molecular, originados a partir
do rompimento dos vasos ou da degranulacio de plaquetas e
demais células, incluindo fagocitos, que participam do processo.”

Além da importancia das interagdes célula-célula e célula-
matriz, todos os estadios do processo de reparag¢io sio controla-
dos por uma grande variedade de diferentes fatores de cresci-
mento e citocinas. Muitos estudos tém demonstrado efeito
benéfico de muitos destes fatores de crescimento, por exemplo,
fatores de crescimento derivado de plaquetas (PDGFs) fator de
crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento epidér-
mico (EGF), fator estimulador de coldnia para granuldcitos e
macrofagos (GM-CSF) e fator de crescimento transformador
(TGF), sobre o processo de cura, tanto em modelos de culturas
de células (in vitro) e modelos animais, como também em
pacientes que sofrem de diferentes tipos de transtornos de cica-
trizacao.”">

Similar a cicatrizagdo de feridas, a maior parte dos danos
celulares promovidos pela acio de radicais livres, gerados, por
exemplo, pela a¢io da radiagdo ultravioleta, é reparada. No
entanto o acimulo de pequenas fracdes de danos nio reparados
que ocorre com o passar dos anos resulta em alteragdes clinicas
significativas e ¢ denominado elastose solar.'*

O fotodano da pele pode ser considerado, portanto, ferida
cronica que pode nio progredir para a completa cicatrizacio e
remodelamento, em partes, porque o tamanho da superficie
agredida é muito maior do que o aceitavel para que um reparo
eficaz ocorra, além do que a exposicio a RUYV, direta ou indire-
tamente, é evento cronico.'!
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Devido ao forte envolvimento dos fatores de crescimento
no processo de regenerac¢io tecidual e, levando em consideracio
o exposto, o nimero de pesquisas ¢ desenvolvimento nessa area
tem-se multiplicado.

No que tange ao estudo dos fatores de crescimento como
agentes de a¢do antienvelhecimento, estudos clinicos demons-
traram resultados positivos na aceleracio da cicatrizacio das feri-
das, enfatizando, portanto, sua importancia nos produtos destina-
dos a atenuar os danos do envelhecimento.””’

Sua aplicacio topica esta relacionada ao estimulo de quera-
tiondcitos, fibroblastos entre outras células que tém sua capaci-
dade proliferativa reduzida com o envelhecimento. Através de
estudo clinico e histopatolégico com acompanhamento de
voluntarios durante seis meses, evidenciaram a proliferagio de
proteinas da matriz extracelular, tais como o coliageno, com res-
postas de neocolagénese e aumento da densidade de fibroblas-
tos, especialmente em derme papilar, confirmando as observa-
¢des in vitro da participacdo de fatores de crescimento e citoci-
nas na atividade mitdtica de fibroblastos dérmicos.***

Este trabalho teve como objetivo avaliar o perfil de
seguranc¢a de alguns produtos dermocosméticos a base de fato-
res de crescimento ou seus analogos destinados a esse fim, utili-
zando modelos in vitro de cultura de células da pele humana,
validados e reconhecidos pela comunidade cientifica internacio-
nal, bem como por 6rgios de regulamentacio do setor em dife-
rentes paises.

METODOS

As condig¢bes experimentais adotadas, através da utilizacdo
de células humanas em condi¢des 6timas de cultivo, condizem
com as metodologias atuais aplicadas, aceitas e validadas pela
comunidade cientifica internacional. As culturas celulares huma-
nas foram adquiridas comercialmente de companhias interna-
cionais qualificadas e certificadas. Os experimentos foram con-
duzidos mediante aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas (Unicamp).

As avaliagdes de seguranca descritas nos proximos itens
foram realizadas em trés cosmecéuticos distintos com fatores de
crescimento ou seus analogos em sua formulagio (Caregen Co.
Ltd., Seoul, Korea). Esses produtos estdo descritos adiante, assim
como os seus principios ativos (sob a forma de nome Inci — sigla
inglesa para Internacional Nomenclature for Cosmetics
Ingredients) e indica¢io de uso principal (Tabela 1):

1. Avaliagdo dos efeitos dos produtos teste sobre a
proliferacdo de células tumorais (células de melanoma)

Esse experimento teve como proposta avaliar a possivel
acdo dos produtos contendo fatores de crescimento e/ou seus
analogos sobre a proliferacio de células tumorais, uma vez que,
sendo substancias com ac¢io bioldgica conhecida, alguns ques-
tionamentos podem surgir nesse sentido.

A linhagem de melanoma (Cascade Biologics, Portland,
Oregon, USA) foi semeada em garrafas de 75c¢cm?, cultivada e
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expandida em estufa imida a 37°C em presenga de 5% de CO,,
utilizando meio de cultura especifico (soro fetal bovino 10%,
extrato de pituitiria bovina 1ml, gentamicina 50pg/ml, insulina
2pg/ml, anfotericina B 12,5pug/ml, DMEM 500ml). Ao atingir
confluéncia celular (aproximadamente 80% da superficie ocupa-
da), as células foram tripsinizadas (solucio tripsina/EDTA 0,25%)
e semeadas em placas de seis pogos para posterior incuba¢io com
os trés produtos teste (Cosmecéutico 1, Cosmecéutico 2 e
Cosmecéutico 3) e avaliacio da proliferacio celular.

As células foram incubadas com concentra¢io nio citoto-
xica dos produtos testados, determinada previamente através do
ensaio do MTT (MTT Assay, Invittox n. 17, Ecvam). A verifica-
¢do da viabilidade e citotoxicidade celular pelo uso do corante
vital MTT (3-(4,5 dimethyl thiazole-2yl)-2,5 diphenyl tetrazo-
lium bromide) é um dos parametros mais empregados e citados
na literatura. Baseia-se na conversio do brometo de tetrazolium
amarelo (MTT) para formazan azul pela enzima succinato desi-
drogenase mitocondrial nas células viaveis metabolicamente ati-
vas. O estudo de proliferacio celular foi mantido por 12 passa-
gens com medidas em seis tempos experimentais, a saber:

e T1 — avaliacio ap6s 48 horas de tratamento (2 dias),

e T2 — avaliagio ap6s 72 horas de tratamento (3 dias),

e T3 — avaliagdo ap6s 144 horas de tratamento (6 dias),

e T4 — avaliacio apds 288 horas de tratamento (12 dias),

e T5 —avaliacio apds 456 horas de tratamento (19 dias);

e TO6 — apbs 624 horas de tratamento (26 dias).

As células foram mantidas em contato com o produto teste,
e o meio trocado a cada dois ou trés dias. Ao se atingir confluén-
cia celular nos pogos, as placas foram tripsinizadas com o intui-
to de permitir o desprendimento das células das garrafas e entdo
replaqueadas para continuidade da avaliacio.

Em cada tempo experimental, as células foram tripsinizadas
e semeadas em placa de 96 pocos e, apés 24 horas, o MTT foi
adicionado a cultura, entio incubada por mais quatro horas. A
absorbancia de cada poco foi determinada a 450nm em um lei-
tor de microplacas.

A taxa de viabilidade celular foi expressa em porcentagem,
conforme a férmula:

Além disso, imagens foram obtidas para registro da morfo-

absorbancia da amostra (pogo tratado)

% células viaveis = 100 x 100

absorbancia do controle

logia das células ap6s cada um dos periodos de contato, a fim de
avaliarmos uma possivel alteracio em células tumorais.

2. Proliferacdo de fibroblastos humanos normais
Esse experimento teve como proposta avaliar a possi-
vel a¢io dos produtos contendo fatores de crescimento e/ou
seus analogos sobre a proliferacio de células dérmicas normais,
o que permite concluir sobre critérios relacionados a seguranca,
como, por exemplo, possivel acio na alteracio da morfologia
celular ou possiveis anomalias.
Esse teste foi realizado para os produtos Cosmecéutico 1,
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Cosmecéutico 2 e Cosmecéutico 3, os quais, pelas suas compo-
sicoes, teriam real capacidade de proliferacio fibroblastica. Para
essa avaliacdo, fibroblastos humanos normais (Clonetics,
Cambrex/Lonza Inc., Walkersville, USA) foram semeados em
garrafas de 75cm2, cultivados e expandidos em estufa timida a
37°C em presenga de 5% de CO,, utilizando meio de cultura
especifico (soro fetal bovino 10%, gentamicina 50pg/ml, anfote-
ricina B 12,5pg/ml, RPMI 500ml). Ao atingir confluéncia, as
células foram semeadas em garrafas de 25cm2 (em triplicata),
para posterior incubag¢io com os produtos teste.

As células foram incubadas com concentra¢io nio citoto-
xica dos produtos Cosmecéutico 1, Cosmecéutico 2 e
Cosmecéutico 3 (respectivamente, 0,006%, 0,006% e 0,012%),
determinada previamente através da técnica de MTT. O estudo
de proliferacio celular teve dura¢io de 12 semanas com medi-
das em trés tempos experimentais: 4, 8 ¢ 12 semanas de contato
com cada um dos produtos.

As células foram mantidas em contato com os produtos
teste, ¢ o meio trocado a cada dois ou trés dias. Ao se atingir
confluéncia celular, as garrafas de 25cm? eram tripsinizadas e
replaqueadas. A contagem celular foi realizada utilizando uma
camara de Neubauer.

Além disso, imagens foram obtidas para registro da morfo-
logia das células ap6s cada um dos periodos de contato, a fim de
se avaliar possivel alteracdo em células normais.

RESULTADOS

Com relagio a todos os resultados, foi utilizado método
paramétrico de analise de variancia (Anova) para a realizacio da
inferéncia estatistica, seguido do teste de Tukey para compara¢io
multipla. Em todos os grupos estudados, foram considerados
estatisticamente significativos aqueles cujos valores de “p” foram
menores ou iguais a 0,05.

1. Avaliag¢do da proliferacdao de células de melanoma
humano

A avalia¢io do estimulo da proliferacio de células de mela-
noma humano (Figura 1) foi realizada para as trés formas cos-
mecéuticas (Cosmecéutico 1, Cosmecéutico 2 e Cosmecéutico
3), e os resultados obtidos estio relacionados na tabela 2.

Na figura 1, nio foram encontradas alteragdes morfologicas
significativas nas culturas de melanoma humano. Em relagio a
figura 1 (A), considerada controle sem tratamento, os grupos que
receberam os tratamentos com os produtos Cosmecéutico 1
(Figura 1 B), Cosmecéutico 2 (Figura 1 C) e Cosmecéutico 3
(Figura 1 D) apresentaram comportamentos similares, tanto para
o namero de células (avaliagio visual) quanto para a morfologia.
Dessa forma, podemos concluir que os produtos avaliados neste
estudo nio promovem alteragcdes significativas quando aplicados
sobre células tumorais, representadas aqui por melanoma humano.

De forma a quantificar o nimero de células ap6s tratamen-
to com cada um dos produtos avaliados neste estudo, a tabela 2
demonstra os resultados obtidos para cada um deles, ap6s 26 dias
de tratamento:
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Figura 1 (A, B, C e D): Cultura de melanoma, mantidos em garrafa de
25cm2 em incubadora Umida a 37°C, sendo (A) controle sem tratamento,
(B) Cosmecéutico 1, (C) Cosmecéutico 2 e (D) Cosmecéutico 3.

2. Avaliagdo da proliferacio de fibroblastos humanos
normais

As celularidades das culturas de fibroblastos humanos nor-
mais foram avaliadas ap6s quatro, oito e 12 semanas de tratamen-
to com os produtos-alvo (Cosmecéutico 1, Cosmecéutico 2 e
Cosmecéutico 3), e os resultados estio expressos na tabela 3.
tabela 3, os
Cosmecéuticos 2 e 3 nio promoveram alteracdes significativas

Conforme podemos observar na
no namero de células saudaveis, nem para mais, nem para
menos. Esses resultados demonstram que os produtos sio segu-
ros devido a nio alteracio morfologica das células, e a auséncia
de proliferacido nio limita a eficicia dos produtos, uma vez que
o aumento da sintese de colageno, por exemplo, nio depende do
aumento do niimero de células e sim do aumento de seu meta-
bolismo. O produto Cosmecéutico 1, por sua vez, foi capaz de
aumentar o namero de fibroblastos de maneira significativa
(P<0,05), porém sem alterar a morfologia das células, o que
demonstra também a sua seguranca.
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DISCUSSAO

Os fatores de crescimento sio proteinas reguladoras que
agem como mediadores biologicos naturais, atuando sobre os
processos de reparo e regeneracio, podendo ser encontrados em
varios tecidos em fase de cicatriza¢io e/ou renovagio celular.”

Segundo Fitzpatrick e Rostan (2003), o fotodano — dano
gerado a pele em decorréncia da fotoexposi¢io — é considerado
ferida cronica que pode nio progredir para a completa cicatri-
zagio e remodelamento.'

Assim, levando em consideragio envolvimento dos fatores
de crescimento no processo de regeneracio tecidual e cicatriza-
¢do das feridas, fica evidente que o fotoenvelhecimento é even-
to cicatricial cronico, em que o papel dos fatores de crescimen-
to, bem como o envolvimento de citocinas e neuromediadores,
¢ de grande importincia para seu controle e/ou tratamento.

Devido a intensa busca de ferramentas que atuem de forma
a retardar, controlar ou reverter os sinais do envelhecimento,
independente de sua causa principal, a a¢io dos fatores de cres-
cimento tem sido muito estudada, o que tem levado a uma nova
geracio de cosmecéuticos cujas acdes se baseiam nos efeitos des-
ses mediadores enddgenos de atividade paricrina e enddcrina.

Os estudos realizados neste trabalho buscaram, principal-
mente, a avaliacdo da seguranca de trés produtos cosmecéuticos
que contém em suas formulacdes, como principais ingredientes
ativos, os fatores de crescimento ou seus analogos. Os modelos
experimentais aqui adotados obedeceram a protocolos reconhe-
cidos e validados internacionalmente, utilizando culturas de
células normais e tumorais da pele humana, cultivadas in vitro.
Para avaliacio da acio dos cosmecéuticos contendo os fatores de
crescimento ou seus analogos sobre a proliferacio de células
tumorais (cultura celular de melanoma humano), cada um dos
produtos foi mantido em contato com as culturas e as tomadas
de medidas ocorreram em seis tempos experimentais distintos,
equivalentes aos dias dois, trés, seis, 12, 19 e 26. Para medida da
viabilidade celular, utilizou-se método colorimétrico que se
baseia na medida da fun¢io respiratéria das células via conver-
sio do brometo de tetrazolium amarelo (MTT) para formazan
pela enzima succinato desidrogenase mitocondrial nas células
viaveis metabolicamente ativas.

Tabela 1 - Denominacao dos produtos avaliados neste estudo, incluindo indicacao principal de uso e seus principios ativos®

Descri¢cao Produto

Indicagao Principal de Uso

Principios ativos*1 (fatores de
crescimento ou seus analogos)

Cosmecéutico 1 Creme anti-rugas

Cosmecéutico 2

Cosmecéutico 3

Serum revitalizante facial

Creme para area dos olhos

Human Oligopeptide-3 (FGFb)
Human Oligopeptide-1 (EGF)
Human Oligopeptide-13 (FGFa)
Human Oligopeptide-2 (IGF-1)
Oligopeptide-20 (CG-IPD 5);
Oligopeptide-24 (CG-EPD 3)
Human Oligopeptide-3 (FGFb)
Human Oligopeptide-1 (EGF)

*Somente os fatores de crescimento foram listados, porém outros ativos podem estar presentes nas respectivas formulagées.
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Os resultados obtidos demonstram que os trés produtos ava-
liados, aqui denominados Cosmecéutico 1, Cosmecéutico 2 e
Cosmecéutico 3, nio apresentaram efeito sobre o nimero de célu-
las malignas, evidenciando sua incapacidade de promover a progres-
sio de possiveis canceres epidérmicos. Cabe ressaltar ainda que o
Cosmecéutico 3 promoveu discretas, porém nio significativas,
reducdes (P<0,05) na celularidade nas cultura de melanoma huma-
no ao longo do tempo, quando comparamos ao respectivo grupo-
controle nio tratado. Isso demonstra, por mais que inexistam dife-
rencas significativas, efeito contrario a indugio da prolifera¢io.

A fim de complementar os estudos realizados com células
tumorais, expomos fibroblastos humanos normais aos mesmos
trés produtos, e a avaliacio da proliferacio celular foi realizada
ao longo de 12 semanas de estudo. Avaliou-se a modifica¢io
quantitativa da proliferacio celular em trés tempos experimen-
tais, ou seja, apds quatro, oito ¢ 12 semanas de contato com os
produtos teste. Ao término das 12 semanas de avalia¢io, os fibro-
blastos humanos cultivados mantiveram-se normais em termos
morfologicos, ou seja, os produtos nio promoveram mutacoes
celulares. No que diz respeito ao ntimero de células, houve, nos
grupos tratados com o Cosmecéutico 2, aumento no namero de
fibroblastos humanos normais nio senescentes nos trés tempos
avaliados, evidenciando aumento superior a 30% na oitava sema-
na de contato. Os grupos que receberam os produtos
Cosmecéutico 1 e Cosmecéutico 3, por sua vez, nio apresenta-

ram alteracdo significativa no nimero de células em nenhum
dos tempos experimentais avaliados. Esses resultados evidenciam
que todos os produtos avaliados neste estudo nio apresentam
potencial citotoxico, ou seja, ndo causam morte celular, nem em
curto e nem a longo prazo, sendo considerados seguros para
aplicacdo cosmeética diaria.

Os principais fatores de crescimento presentes nas formu-
lagdes dos trés produtos avaliados, e comuns aos trés, porém em
diferentes concentra¢des em cada um deles, sio: Human
Oligopeptide-3 (FGFb, basic fibroblast growth factor), Human
Oligopeptide-1  (EGE  epidermal  growth  factor), Human
Oligopeptide-13 (FGFa, acid fibroblast growth factor) e Human
Oligopeptide-2 (IGF-1, insulin growth factor).

FGFa e FGFb, Human Oligopeptideo-13 ¢ Human
Oligopeptideo-3, respectivamente, foram considerados fatores
de crescimento seguros para aplicacio topica em humanos (estu-
do clinico), em pacientes com queimaduras graves.”

EGF (Human Oligopeptide-1), por sua vez, é um dos pep-
tideos mais explorados pela drea cosmética. Possui a habilidade
intrinseca de promover a proliferacio de células, estimular o
metabolismo e a producdo de proteinas de matriz extracelular,
como, por exemplo, coligeno e icido hialurénico. Estudos
demonstram que apesar de estimular a proliferacio celular, seu
uso é seguro, pois sua acdo especifica em EGF receptores (EGFr)

limita sua a¢do sobre a progressio de tumores.”

Tabela 2 - Avaliacao com base nos resultados quantitativos dos diferentes tratamentos, obtidos a partir da contagem do niimero de

células ao longo do tempo, em rela¢ao ao controle nao-tratado

Descri¢ao do produto

Efeito sobre as células de melanoma humano

Cosmecéutico 1 (0,024%)

Promoveu nenhuma alteracdo significativa (P>0,05) na celularidade em cultura de melanoma

humano ao longo do tempo, quando comparamos ao respectivo grupo controle ndo-tratado

Cosmecéutico 2 (0,024%)

Promoveu nenhuma alteracdo significativa (P>0,05) na celularidade em cultura de melanoma

humano ao longo do tempo, quando comparamos ao respectivo grupo controle ndo-tratado

Cosmecéutico 3 (0,049%)

Promoveu discretas, porém nao significativas, reducoes (P<0,05) na celularidade em cultura de

melanoma humano ao longo do tempo, quando comparamos ao respectivo grupo controle ndo-tratado

Tabela 3 - Avaliacao com base nos resultados quantitativos dos diferentes tratamentos, obtidos a partir da contagem do niimero de células ao

longo do tempo, em relacao ao controle nao-tratado, considerando 3 tempos distintos: 4, 8 e 12 semanas

Forma cosmecéutica

Efeito sobre os fibroblastos humanos

Cosmecéutico 1 (0,024%)

Promoveu um aumento no nimero de células em culturas de fibroblastos humanos normais nao-

senescentes nos trés tempos experimentais avaliados (em 4 semanas, 24,37%; em 8 semanas, 30,27%;

em 12 semanas, 18,52%), em relagdo ao controle ndo-tratado.

Cosmecéutico 2 (0,024%)

Né&o promoveu aumento significativo no nimero de células em culturas de fibroblastos humanos

normais nos tempos experimentais avaliados (apds 4,8 e 12 semanas de aplicacao)

Cosmecéutico 3 (0,049%)

Né&o promoveu aumento significativo no nimero de células em culturas de fibroblastos humanos

normais nos tempos experimentais avaliados (apds 4, 8 e 12 semanas de aplicagao)
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Fatores de crescimento em cosmecéuticos

IGF-1 (Human Oligopeptide-2) foi considerado impor-
tante fator de crescimento com agio terapéutica, seguro e bem
tolerado, sendo esses beneficios comprovados em dois estudos
clinicos de relevancia cientifica, sendo um deles realizado por
Traynor et al., e o outro por Sorenson et al.”*

Os resultados obtidos neste estudo corroboram com essas
pesquisas anteriores, uma vez que todas elas evidenciam, em
areas diferentes de aplica¢io e com fatores de crescimento diver-
sos, que essas substancias sio eficazes e bastante seguras para apli-

cagdo topica.
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