Avaliac3o in vitro da eficicia anti-inflamatdria,
protetora da barreira cutanea e redutora
da hipersensibilidade cutanea de quatro
sabonetes liquidos disponiveis no Brasil

In vitro evaluation of four commercially available liquid soaps (in Bra-
zil) for their anti-inflammatory and protective skin barrier qualities,

as well as their impact on the reduction of cutaneous hypersensitivity
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RESUMO

Introdugdo:A pele pode apresentar disfuncdes que levam a alteracdes histologicas e le-
soes elementares, muitas delas decorrentes de mecanismos imunoldgicos e/ou alteracio
da barreira epidérmica.

Objetivo: O objetivo deste estudo é avaliar se alguns produtos cosméticos, em apresen-
tagio sabonete liquido, encontrados no mercado brasileiro, apresentam eficicia anti-infla-
matdria e protetora de barreira cutanea in vitro.

Métodos: Trata-se de estudo in vitro, no qual quatro sabonetes comerciais foram avalia-
dos em culturas celulares de queratindcitos humanos para determina¢io das atividades
anti-inflamatoéria, restauradora de barreira epidérmica e redutora da hipersensibilidade
cutanea. As concentracdes de queratina 10 e 14, loricrina, IL-12, IFN-y e TRP V-1 foram
dosadas nos sobrenadantes das culturas celulares de queratindcitos humanos por ensaio
Elisa sanduiche.

Resultados: As quatro substancias-teste promoveram reducdes significativas na sintese
de IFN-y e IL-12. Somente a substancia-teste C desencadeou aumento significativo na
sintese de queratina 10. Todas as substancias-teste demonstraram redug¢des significativais
na sintese de queratina 14, aumento significativo na sintese de loricrina e redu¢des signi-
ficativas na sintese de TRPV-1.

ConclusGes: Alguns produtos cosméticos em sabonete podem apresentar resultados in
vitro no tocante as atividades anti-inflamatéria, restauradora de barreira epidérmica e re-
dutora da hipersensibilidade cutanea.
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ABSTRACT

Introduction: The skin may present dysfunctions that result in histological alterations and elemen-
tary lesions, many of them caused by immunologic mechanisms and/or alterations in the epidermal
barrier.

Objective: The present study was aimed at verifying in vitro whether some cosmetic products marke-
ted in Brazil in the form of liquid soaps, have anti-inflammatory and protective efficacy in the skin
barrier.

Methods: An in vitro study was carried out with four commercial soaps, which were evaluated in a
cell culture of human keratinocytes for the determination of their anti-inflammatory and epidermal
barrier restorative effects, as well as their capacity to reduce cutaneous hypersensitivity. Concentrations
of keratin 10 and 14, loricrin, IL-12, IFN- and TRP V-1 were measured in the cell culture super-
natants of human keratinocyte through the sandwich ELISA assay.

Results: The four test substances led to significant reductions in the synthesis of IFN- and IL-12.
Only the test substance C triggered a significant increase in the synthesis of keratin 10. All test subs-
tances showed significant reductions in the synthesis of keratin 14 and TRPV-1, and a significant
increase in the synthesis of loricrin.

Conclusions: Some cosmetic products in the form of soap can have in vitro results regarding their
anti-inflammatory, epidermal barrier restoration and skin hypersensitivity reduction effects.
Keywords: anti-inflammatory agents/adverse effects; dermatitis, atopic; soaps
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INTRODUCAO

A pele como qualquer 6rgio, pode apresentar degenera-
¢des, alteracdes metabdlicas, malformacoes, disfuncdes e infla-
macdes, que levam as alteragdes histologicas e consequentemen-
te as lesdes elementares.'

Dependendo da localiza¢io anatdmica e das influéncias
ambientais, a pele mostra excepcional diversidade funcional e
estrutural, uma vez que é continuamente exposta a agressoes
externas como radiacdo solar, estimulos mecanicos, mudancas
climiticas e/ou danos quimicos e biolégicos.> A manutencio da
integridade estrutural da pele é, portanto, critica e deve poder
contar com mecanismos rapidos de restauragio da barreira epi-
dérmica quando afetada.’”

A hidratacdo e a integridade do stratum corneum (SC)
sio determinantes para a aparéncia da pele, metabolismo, pro-
priedades mecanicas e fun¢io da barreira cutinea.® Durante a
diferenciacio epidérmica, diversas proteinas estio envolvidas na
formacio do envelope corneo, entre elas, a loricrina, involucrina,
filagrina e queratinas.””

A variagio dos genes do envelope corneo resulta na pa-
togénese de trés principais desordens cutineas: ictiose vulgar,
psoriase e dermatite atopica (DA).''" DA ¢ inflamacio cronica
caracterizada por prurido e cujos componentes hereditario, am-
biental e imunoldgico desempenham papel-chave.'?

A DA flutua entre duas fases: a aguda, com predominio
de resposta tipo Th2 e produg¢io de IgE, e a cronica, com respos-
ta tipo Th1 acentuada, destacando-se a producio de interferon-
-y(IFN-y) e interleucina-12 (IL-12)."

A queratina é uma proteina resistente ¢ impermeavel res-
ponsavel pela prote¢io da pele.”> As queratinas 5 e 14 sio expres-
sas em queratindcitos basais, e as queratinas 1 e 10 participam na
diferenciacio de queratindcitos suprabasais.'"* As muta¢des em
genes de queratina podem resultar em doengas humanas carac-
terizadas por uma alteragdo na homeostase epidérmica, incluin-
do uma funcio de barreira prejudicada." A ruptura da barreira
permeavel da epiderme, tanto aguda quanto cronica, resulta em
alteragdes na sintese de proteinas estruturais em queratinocitos
relacionando-se com aumento de proliferacdo suprabasal e di-
ferenciacio celular, na tentativa de reparo da barreira cutanea.

Associada a integridade da barreira, a producio local de
mediadores inflamatérios também ¢ ativada em consequéncia
da liberagio de citocinas, histamina e eicosanoides." Esses, por
sua vez, aumentam a sensibilidade de nociceptores, tais como o
TRPV-1 (receptor vaniloide de canal transitério V1), um canal
de cilcio nio seletivo vastamente expresso no tecido cutineo,
incluindo queratindcitos e fibras nervosas sensoriais periféricas.'®
O TRPV-1 tem sua sensibilidade aumentada nas lesdes de DA,
o que se traduz em hiperalgesia e producdo adicional de media-
dores da inflamacio."”"®

A disponibilizacio de produtos cosméticos que minimi-
zem a ocorréncia de efeitos colaterais indesejados, como xerose
e hipersensibilidade cutineas, podem ser um diferencial impor-
tante para garantir a adesio ao tratamento e sucesso terapéutico.
O objetivo deste estudo ¢é avaliar se alguns produtos cosméticos,
em apresentac¢io sabonete liquido, encontrados no mercado bra-
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sileiro, detém eficacia anti-inflamatéria e protetora de barreira
cutanea in vitro.

METODOS

Trata-se de estudo in vitro, no qual quatro sabonetes
liquidos comerciais foram avaliados: substancia-teste A (Derma-
cyd Infantil, Sanofi-Aventis Farmacéutica Ltda, Sio Paulo, SP,
Brasil, Lote 246782); substancia-teste B (Sabonete de Glicerina
Granado Bebé, Casa Granado Laboratérios, Farmacias e Dro-
garias S.A., Belém, PA, Brasil, Lote R1446); substancia-teste C
(Huggies Turma da Monica Recém-Nascido, Kimberly-Clark
Brasil Industria e Comércio de Produtos de Higiene Ltda, Mogi
das Cruzes, SP, Brasil, Lote Lkg2354); ¢ substancia-teste D (John-
son’s Baby Sabonete Liquido Da Cabeca aos Pés, Johnson &
Johnson Industrial Ltda, Sio José dos Campos, SP, Brasil, Lote
3013b09).

Para tanto, culturas de fibroblastos humanos (Human
Foreskin Fibroblasts-1, “HFF-1"; ATCC SCRC-1041, Banco
de Células do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro/R], Brasil, No
Catilogo 0275) foram semeados em garrafas de 75cm3 (Nunc,
Roskilde, Denmark), cultivados e expandidos em incubadora a
37°C em presen¢a de 5% de CO2, utilizando meio de cultura
especifico para a determinacio da viabilidade celular através do
método do XTT.

A viabilidade celular foi determinada por método co-
lorimétrico que utiliza o corante XTT (2,3-bis[2-methoxy-
-4-nitro-5-sulfopheny]-2H-tetrazolium-5-carboxyanilide inner
salt), que ¢ convertido em formazan laranja soltvel em agua pela
enzima succinato desidrogenase mitocondrial nas células viaveis
(Xenometrix AG, Switzerland). Os fibroblastos foram semeados
e incubados com as substancias-teste em oito concentragdes uti-
lizando dilui¢io geométrica decimal."? Apos 48 horas de incuba-
¢io as substancias-teste foram removidas e o meio de cultura foi
substituido. Em seguida, o corante XTT foi adicionado a cultura,
e a placa incubada por mais trés horas. A absorbancia (densidade
optica — DO) de cada pogo foi determinada a 480nm em mono-
cromador Multiskan GO (Thermo Scientific, Finland). A por-
centagem de viabilidade celular foi calculada conforme equacio:
% Viabilidade = (DOST / DOCN) x 100, na qual DOST ¢
a densidade 6ptica da substancia-teste ¢ DOCN ¢ a densidade
optica do controle negativo.

Queratinécitos humanos HaCat, Banco de Células do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro/RJ, Brasil, No Catilogo 0341)
foram semeados e cultivados da mesma forma que os fibroblastos
humanos HFF-1. Ao atingir confluéncia, as células foram seme-
adas em placas para posterior incuba¢io com a substancia-teste e
quantifica¢gio dos mediadores propostos.

As culturas de queratindcitos foram incubadas com trés
concentracdes nio citotdxicas das substancias-teste determina-
das pelo método do XTT. As células foram mantidas em con-
tato com as substancias-teste por 48 horas. Apds esse periodo, o
sobrenadante da cultura celular foi coletado para quantificagio
dos mediadores relacionados a atividade protetora de barreira
cutanea. Para avaliacio da atividade anti-inflamatoria e redutora
da hipersensibilidade cutanea, o estresse inflamatério foi mime-
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tizado através da adi¢io de interleucina-1 alfa (IL-1c, 10ng/mL)
as culturas de queratindcitos, concomitantemente ao tratamento
com a substancia-teste, durante 48 horas.

Utilizando-se kits comercialmente disponiveis para Elisa
sanduiche, avaliou-se a concentragio dos seguintes mediadores
nos sobrenadantes obtidos das culturas celulares de queratind-
citos humanos: queratina 10 (USCN Life Science Inc., Wuhan,
Hubei, China); queratina 14 (USCN Life Science Inc., Wuhan,
Hubei, China); loricrina (USCN Life Science Inc., Wuhan, Hu-
bei, China); interleucina-12 (IL-12; BD Biosciences, San Diego,
CA, USA); interferon-y (IFN-y; BD Biosciences, San Diego, CA,
USA); e receptor vaniléide de canal transitorio V-1 (TRPV-1;
USCN Life Science Inc., Wuhan, Hubei, China). A leitura da
absorbancia foi realizada em monocromador Multiskan GO
(Thermo Scientific, Finland).

Na avaliacdo estatistica para os mediadores queratina
10, queratina 14, loricrina, IL-12, IFN-y e TRPV-1 utilizamos
o teste one-way Anova (GraphPad Prism 4 Software Inc. San
Diego, CA, USA), que permite mensurar a variagio dos resul-
tados, comparando os dados das substancias-teste, evidenciando
as diferencas entre elas. Como o teste-F foi significativo, aplica-
mos o teste nio paramétrico Tukey. Foi considerado o nivel de
significancia de 5%.

RESULTADOS
O grafico 1 representa a curva concentragdo-viabilidade
celular das substancias-teste. Como se pode observar, as subs-
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tancias-teste A, C e D apresentaram concentra¢cdes nio citoto-
xicas a partir da dilui¢io de 0,316mg/mL. A substancia-teste B
apresentou concentra¢cdo nio citotoxica a partir da diluicio de
0,100mg/mL.

Do ponto de vista metodoldgico, a incubagio das cultu-
ras de queratindcitos humanos com a citocina pré-inflamatéria
interleucina-1 alfa (IL-1a) promoveu aumento de 2,7 vezes e
1,7 vez na produg¢io de IFN-y e IL-12, respectivamente. Os gra-
ficos 2 e 3 representam o efeito das substancias-teste na sintese
de IFN-y e IL-12 em cultura de queratindcitos humanos, a fim
de se avaliar a atividade anti-inflamatéria de cada substancia-tes-
te. Todas as substancias-teste avaliadas foram capazes de reduzir
significativamente a sintese de ambas as citocinas inflamatérias.

Em relacio ao IFN-y, no grifico 2, as substancias-teste
promoveram diminui¢des significativas em todas as concentra-
¢oes avaliadas. As substancias-teste A, C e D demonstraram, na
concentracio de 0,100mg/mL, uma resposta anti-inflamatéria
discretamente mais acentuada (p-valor<0,05) em comparagio a
igual concentragio da substancia B.

A resposta obtida na sintese da citocina IL-12 foi seme-
lhante a do IFN-y. No grifico 3 pode-se observar que a subs-
tancia-teste A, nas concentra¢des de 0,100mg/mL e 0,0316mg/
mlL, foi capaz de reduzir a produgio de IL-12 para niveis sig-
nificativamente inferiores (p-valor<0,05) aos observados com a
substancia-teste D na concentra¢io de 0,100mg/mL.

Com rela¢io 2 atividade protetora da barreira cutinea,
o grafico 4 representa os efeitos das substancias-teste na sintese
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GRAFICO 1: Avaliacdo da viabilidade celular das substancias-teste, em cultura de fibroblastos humanos, apds 48 horas de incubagdo pelo método do XTT
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GRAFICO 2: Efeito das substancias-teste A,B,C e D sobre a produgdo de

interferon gama (IFN-y) em cultura de queratindcitos humanos. Os dados

representam a média + desvio-padrdo de trés replicatas (Anova, Tukey).
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GRAFICO 4: Efeito das substancias-teste A,B,C e D sobre a produgdo de
queratina 10 em cultura de queratindcitos humanos. Os dados represen-
tam a média + desvio-padrdo de trés replicatas (Anova, Tukey). ***p<0,001

em rela¢do ao grupo-controle
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GRAFICO 3: Efeito das substancias-teste A,B,C e D sobre a produgao de
interleucina-12 (IL-12) em cultura de queratindcitos humanos. Os dados
representam a média + desvio-padrdo de trés replicatas (Anova, Tukey).
#p<0,001 em relagdo ao grupo-controle;*p<0,05 em relacdo ao grupo
IL-10;**p<0,01 em relagdo ao grupo IL-10; ***p<0,001 em relagdo ao grupo
IL-10;&p<0,05 em rela¢do a substancia D 0,700mg/mL

de queratina 10 em cultura de queratinécitos humanos. Como
se pode observar, apenas a substancia C, na concentracio de
0,0316mg/mL produziu aumento significativo na sintese de
queratina 10 (p<0,001) quando comparado ao controle.

A resposta observada para a queratina 14 (Grafico 5) foi
contraria aquela observada com a queratina 10.Todas as substan-
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GRAFICO 5: Efeito das substancias-teste A,B,C e D sobre a producdo de que-
ratina 14 em cultura de queratindcitos humanos. Os dados representam
a média * desvio-padrdo de trés replicatas (Anova, Tukey). *p<0,05 em

relagdo ao grupo-controle;***p<0,001 em relagdo ao grupo controle

cias-teste, em uma ou mais concentracdes avaliadas, promoveram
redugio significativa na sintese de queratina 14 em relacio ao
grupo-controle.

O grafico 6 representa os efeitos das substancias-teste na
sintese de loricrina, em cultura de queratindcitos humanos. As
substancias-teste A, B ¢ C, em uma ou mais concentracdes ava-
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GRAFICO 6: Efeito das substancias-teste A,B,C e D sobre a produgdo de
loricrina em cultura de queratindcitos humanos. Os dados representam a
média + desvio-padrdo de trés replicatas (Anova, Tukey). *p<0,05 em rela-
¢ao ao grupo-controle;***p<0,001 em relagdo ao grupo controle;&p<0,01

em rela¢do aos demais grupos

liadas, promoveram aumentos significativos na sintese de loricri-
na. O maior aumento observado foi obtido com a substancia-
~teste B na concentragio de 0,0100mg/mL (p-valor<0,01), em
relagdo aos demais grupos avaliados.

Com relagio 2 atividade da hipersensibilidade cutinea, o
grafico 7 representa o efeito das substancias-teste na sintese do
receptor TRPV-1, em cultura de queratindcitos humanos. A adi-
¢do de IL-1a as culturas celulares promoveu aumento significa-
tivo de 79,7% na sintese do receptor TRPV-1. Em contrapartida,
todas as substancias-teste reduziram a producio desse receptor,
quando comparadas ao grupo estimulado com IL-1a..

DISCUSSAO

A funcio primaria da epiderme é a de prote¢io.? A fun-
¢do de barreira ¢ exercida por um estrato coérneo semipermeavel
composto por lamelas lipidicas.?

A regulacio da sintese de barreira lipidica tem sido estu-
dada numa variedade de modelos. Alteracdes genéticas no meta-
bolismo lipidico ou nos componentes proteicos do stratum cor-
neum produzem descamagio ou pele ictiosiforme com estrutura
e fungio da barreira lipidica anormal.?

O conceito de higienizagio da pele tem inicio nos pri-
mordios da histéria da humanidade e esta relacionado a remocio
das impurezas.'* Atualmente, o ato de limpar a pele esta relacio-
nado a aparéncia e a satde da pele."

Sabemos que a utilizacdo apenas de agua nio ¢ sufi-
ciente para a higiene da pele; logo, para remover particulas mais
finas é necessario o uso de emulsificantes, que reduzem a tensio
superficial da pele e removem sujeira, sebo, micro-organismos
e células da camada cérnea.”” Um sabonete ideal deve ter essas

GRAFICO 7: Efeito das substancias-teste A,B,C e D sobre a produgdo de

TRPV-1 em cultura de queratindcitos humanos. Os dados representam

a média * desvio-padrdo de trés replicatas (Anova, Tukey) #p<0,001 em
relagdo ao grupo controle;***p<0,001 em relagdo ao grupo IL-1a.

caracteristicas sem lesar ou irritar a pele; ao contrario, deve tentar
manter a superficie da pele timida,16 provendo um bom equili-
brio."”

Este estudo in vitro comparou quatro sabonetes no to-
cante a suas atividades anti-inflamatdria, protetora de barreira
e acdo redutora de hipersensibilidade cutinea. De modo geral,
todas as substancias-teste, do ponto de vista laboratorial, pré-cli-
nico, tiveram resultados satisfatérios ¢ muito semelhantes, o que
pode ser ttil para a indicac¢io clinica em pacientes com derma-
toses que comprometem a barreira cutinea.

Doencas de cariter puramente inflamatorio, cronico,
como ¢ o caso da psoriase e da dermatite atopica, mostram dimi-
nuicio da fun¢io de barreira.'” Ja nio é de hoje que se sabe que
sabonetes e produtos que contenham surfactantes desempenham
papel importante na alteracio da barreira cutanea, desencade-
ando surtos de DA.'" Por tal motivo, a indicacio de produtos
comerciais que tenham efeito reduzido no desencadeamento de
tais crises clinicas ¢ mandatdria na pratica clinica dermatoldgica;
logo, é desejavel o conhecimento de quais sio os que podem ser
Gteis nessa indicagio.

A DA demonstra tipicamente um limiar de irritabilida-
de da barreira cutinea diminuido;' portanto, sabonetes menos
irritantes ¢ que demonstrem a capacidade de manter uma boa
hidratacio do stratum corneum representam um beneficio para
a pele xerdsica atopica e influenciam no resultado do tratamento,
progressio e melhoria da gestio global da doenga."”

CONCLUSAO
Com base nos resultados obtidos ¢ possivel inferir que
as quatro substincias-teste promoveram redug¢des significativas

Surg Cosmet Dermatol 2015;7(2):123-8.



128 Costa A, Eberlin S, Clerici SP, Abdalla BMZ

na sintese de IFN-y (substancias-teste A, C e D demonstraram
redug¢des acentuadas, em relacio a B) e [L-12 (substancia-teste A
foi capaz de reduzir a producio de IL-12 para niveis significati-
vamente inferiores aos observados com a substincia-teste D na
concentragio de 0,100mg/mL). A substincia-teste C desenca-
deou aumento significativo na sintese de queratina 10, nio ob-
servado com as demais substincias-teste, embora todas demons-
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