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La regulacién europea que define el desarrollo

y comercializacion de los productos cosméticos
hace un énfasis especial en la necesidad de
demostrar la efectividad de los productos
cosméticos, en un entorno en el que, debido a la
prohibicion de uso de modelos experimentales
animales, solo es posible el estudio en modelos
alternativos (in silico, in vitro, en cultivo, etc.) o

en voluntarios sanos. Dentro de los métodos
alternativos, la utilizacion de los modelos
celulares adquiere cada vez mas importancia
por los grandes avances que se producen en

la comprension de los complejos procesos
moleculares que regulan y controlan el devenir de
la célula, individualmente y dentro de los tejidos

Regulation European that defines the
development and commercialization of the
cosmetic products does a special emphasis in
the need to demonstrate the efficiency of the
cosmetic products, in an environment in which,
due to the prohibition of use of experimental
animal models, only the study is possible in
alternative models (in silico, in vitro, in culture,
etc.) or in healthy volunteers. Inside the
alternative methods, the utilization of the cellular
models acquires increasingly importance for the
big advances that take place in the comprehension
of the complex molecular processes that they
regulate and control to develop of the cell,
individually and inside the fabrics
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Podemos leer en la Guideline for the Evaluation of the Effi-
cacy of Cosmetic Products de COLIPA [1] que la busqueda
de evidencias que permitan apoyar las reivindicaciones de
efectividad cosmética han de formar parte integral del de-
sarrollo del producto cosmético, y no solo como apoyo a
la comunicacién de la efectividad del producto. En el mis-
mo documento, describe los tipos de estudios disponibles,
tanto sobre voluntarios humanos como los ensayos ex vivo
e in vitro. En los estudios ex vivo, muestras de material hu-
mano (cabello, muestras superficiales de piel -tape strips-,
microflora dérmica...) son analizados en el laboratorio.
Los estudios in vitro son aquellos realizados en el labo-
ratorio en medios artificiales, y comprenden todo tipo de
andlisis instrumentales en fracciones celulares o tisulares,
asi como en cultivos celulares. Este Gltimo modelo, los cul-
tivos celulares, se ha desarrollado muy extensamente en
los ultimos afios y, en sentido amplio, comprende desde
aquellos cultivos de células individuales de un Unico tipo
celular diferenciado (por ejemplo, fibrobastos dérmicos,
gueratinocitos, melanocitos, células de Langerhans...),
como combinaciones de dos o mas tipos celulares en es-
tructuras incluso muy organizadas tridimensionalmente,
como los modelos de piel reconstituida. Algunos de estos
modelos han sido validados por el Centro Europeo para la
Validacion de Métodos Alternativos (ECVAM) para la eva-
luacion de la seguridad de los productos cosméticos. Nos
referiremos a estos sistemas, simples o complejos, como
sistemas celulares en cultivo.

Histéricamente la utilizacion de sistemas celulares en
cultivo ha sido considerada una técnica compleja, mas
propia de los laboratorios académicos que de los laborato-
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rios de evaluaciéon de propiedades de
las empresas cosméticas. Dos razones
podrian explicarlo. La primera es la
propia dificultad de la técnica, la ne-
cesidad de instalaciones estériles y de
un personal con experiencia en esta
metodologfa. Por otra parte, los mo-
delos celulares mas interesantes para
esta aplicacién no son faciles de aislar
y cultivar y, frecuentemente, requie-
ren de aislamientos sucesivos, perio-
dicos, al tratarse de cultivos primarios
o lineas primarias de corta duracion.
Sin embargo, en los ultimos afios
varios hechos han facilitado en gran
medida la aplicacion amplia de esta
tecnologia, entre los que destacarian
la aparicién de proveedores comercia-
les de los modelos celulares mas co-
munes (fibroblastos, queratinocitos,
melanocitos), asi como de empresas
que suministran los modelos comple-
jos integrados en kits de relativamen-
te facil manejo (Skinethics, Mattek,
StratiCell...). Ademas, en los Ultimos
afos una nueva tecnologia, basada
en la utilizacion de las células madre
adultas (aSC), embrionarias (hESC)
o pluripotentes inducidas (IPS), ha
abierto la posibilidad de disponer de
modelos diferenciados complejos con
mucha mayor facilidad, e incluso con
la posibilidad de disponer de paneles
de células de diferentes individuos
con fenotipos dérmicos diversos.
Podriamos destacar en este ambito
los recientes avances tecnolégicos
en la generacién de IPS publicados
esta misma semana por el grupo de
Obokata [2].

Los sucesivos avances en la com-
prensiéon del funcionamiento de las
células, de sus procesos intracelulares
y de las interacciones que establecen
entre los diferentes tipos celulares
en el tejido, han permitido identifi-
car posibles dianas de interés para
el desarrollo de activos o productos
cosméticos. La aplicacion de técnicas
gendmicas para comparar los genes
que estan activos en la piel joven y
que dejan de estar presentes en la
piel vieja estan permitiendo identifi-
car toda una serie de dianas para el

Enero/Febrero 2014

B Cosmeética

+ Si, descartados

Nos
. Toxicidad en queratinocitos
. Fototoxicidad

*  §i, descartados
No |

I___| Moléculas seleccionadas

Figura 1. Esquema del proceso de screening y cuello en un modelo animal.
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tratamiento cosmético de los sinto-
mas de la edad en la piel [3-5].

Un ejemplo que podria ilustrar este
fendmeno es el de las sirtuinas. Las
sirtuinas son unas enzimas intrace-
lulares implicadas en la modificacion
de la estructura de la cromatina, a la
gue modifican provocando la apari-
cion/desaparicion de ciertas sefales
epigenéticas. Se describio su funcién
en el afo 2000 [6-7], y se relaciond
la sobreexpresién de sirtuinas con el
rejuvenecimiento celular, especial-
mente debido a que se pudo demos-
trar su activacion en situaciones de
restriccion caldrica [8] en las que se
retrasa la aparicion de los sintomas
del envejecimiento. Por ejemplo, es-
tudios empleando tanto explantes de
piel ex vivo como cultivos de células
dérmicas [9] demuestran el papel de
ciertos activos, biopéptidos, como
activadores de Sirtuinal, y descri-
ben un incremento significativo de
la resistencia al dafio en el DNA (in-
ducida por radiacion UV), asi como
una mejora de sintomas dérmicos
relacionados con la edad (reduccion
de rugosidad dérmica, aumento de
firmeza, densidad y homogeneidad,
reduccién de la pigmentacion...). Asi
pues, informacién novedosa sobre un
nuevo mecanismo molecular permite
identificar una posible diana para el

desarrollo de nuevos activos cosmé-
ticos, al mismo tiempo que aporta
los métodos analiticos (western blot,
inmunolocalizacién, PCR de tiempo
real, metilacién de cromatina...) pa-
ra poder medir el efecto del activo en
sistemas de células en cultivo.

A continuacién se describiran tres
aproximaciones experimentales rea-
lizadas por los autores para la eva-
luacion de la efectividad cosmética,
empleando, en todos, los casos, siste-
mas celulares en cultivo.

EJEMPLO 1. IMPLEMENTACION DE
UNA CASCADA DE SCREENING DE
MEDIO RENDIMIENTO DE ACTIVOS
COSMETICOS EMPLEANDO
MODELOS CELULARES

Una de las necesidades presentes
en la industria de desarrollo farma-
céutico es el de disponer de siste-
mas suficientemente sensibles para
poder determinar el efecto de una
nueva molécula disponible en muy
pequenas cantidades, del orden de
nanogramos o picogramos. Esto ha
llevado al desarrollo de numerosos
sistemas, tanto basados en células
como en extractos de las mismas, en
ensayos bioquimicos, enzimaticos...,
gque permitan analizar la respuesta
que inducen miles o decenas de mi-
les de moléculas al dia. Estos sistemas
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desarrollados para los procesos HTS
de la industria de discovery farmacéu-
tica pueden ser aplicados, adaptados,
a la caracterizacién de compuestos
o preparados de accién cosmética.
Con esta idea en mente se desarrollé
e implementé entre los anos 2001 a
2003 un procedimiento de analisis de
efectividad cosmética que se aplico a
colecciones de extractos de plantas y
nuevas entidades quimicas.

Este procedimiento tiene dos par-
tes. En la primera se determinan los
pardmetros de seguridad. El objetivo
es escoger entre la coleccion de sus-
tancias a evaluar aquellas que no sean
citotéxicas. En la segunda parte se de-
terminan las propiedades cosméticas
de los productos seleccionados.

En la primera parte se utilizan
modelos celulares dérmicos, espe-
cialmente fibroblastos y/o queratino-
citos proliferantes, que se mantienen
en placas de cultivo de 96 pocillos.

Tabla 1.

Sobre estas células se aplican con-
centraciones predefinidas (2) de los
compuestos a tratar, y se determi-
nan sucesivamente parametros de
seguridad, como la citotoxicidad/
fototoxicidad medida por el test
WST-1 (toxicidad mitocondrial) [10],
incorporacion de rojo neutro (toxici-
dad en la ruta endocitica) [11], etc.
Aquellos productos que presenten
citotoxicidad extrema son descarta-
dos, mientras que los que presenten
una citotoxicidad media son reeva-
|luados, determinandose la dosis letal
50 (IC50). En funcion de este valor,
pueden ser rescatados para analisis
posteriores, empleando la maxima
concentraciéon no citotoxica.

En la segunda fase se emplean dife-
rentes modelos celulares y ensayos en
funcion de la reivindicacién cosméti-
ca que se busque. Una lista ilustrati-
va, no exhaustiva, se puede ver en la
Tabla 1. Como ejemplo, podriamos

Test / Ensayo Eje.nfplq de'a,pllcaqon /
Reivindicacion

Citotoxicidad (mitocondrial)
Citotoxicidad (membrana plasmatica)

Proliferacion y activacion celular

Analisis de la matriz extracelular (elastina)
Andlisis de la matriz extracelular (coldgenos)
Analisis de la matriz extracelualr (hialurénico, PG)

Niveles de aparicion de radicales libres (ROS)

Metabolismo de glucosa en adipocitos

metabolismo de 4cidos grasos en adipocitos

Inhibicion de la diferenciacion adipocitaria

Ensayo de adhesion celular
Absorcion percutanea
Activacion de la sintesis de melanina

Inhibicién de la sintesis de melanina

52 PHARMATECH

Toxicidad

Toxicidad

Actividad vitalizante
Elasticidad

Firmeza

Hidratacion
Anti-edad
Anticelulitico
Anticelulitico
Anticelulitico
Actividad vitalizante
Penetracién dérmica
Efecto pigmentante

Efecto despigmentante

evaluar en cultivos de 10.000 mela-
nocitos (pocillo de 0,32 cm?) la capa-
cidad de sintesis de melanina después
de la aplicacion del producto, o la ca-
pacidad de inhibicién de la sintesis de
melanina después de aplicar el pro-
ducto sobre melanocitos activados
con sustancias activadoras de la sinte-
sis de melanina, como, por ejemplo,
forskolina. Este ensayo, dependien-
do del disefio experimental, permite
identificar productos pigmentadores
y despigmentadores.

La aplicacion de varios de los en-
sayos, modelos celulares y disefios
experimentales disponibles, permite
definir, para cada uno de los pro-
ductos de accidon cosmética evalua-
dos, un vector en los que cada uno
de los elementos del vector contiene
informacion sobre una efectividad
cosmética concreta. De este modo
se pueden clasificar cientos o miles
de productos, tanto extractos como
principios activos complejos o molé-
culas puras, definiendo un “perfil de
actividad cosmética” que oriente el
desarrollo posterior, regulatorio, del
producto en cuestion, aumentando
su probabilidad de éxito.

EJEMPLO 2. EVALUACION DE
LA CAPACIDAD PROTECTORA
0 REGENERADORA DEL DNA

Es ampliamente conocido que un
aumento de exposiciéon a la luz solar
induce cambios indeseables en la piel
y el interior de las células. Uno de los
agentes considerados es la radiacion
ultravioleta (UV), aunque algunos au-
tores también asignan un cierto papel
a otras regiones del espectro electro-
magnético, como la radiacion infra-
rroja (IR) [12-13]. Muchos productos
cosméticos se aplican en superficies
de la piel expuestas de manera na-
tural a la radiacién solar, tanto en si-
tuaciones de corta exposicion como
de larga duraciéon e intensidad (por
ejemplo, productos solares). Asi pues,
la evaluacién no solo de la seguridad
en esas situaciones (posible fototoxi-
cidad), sino de mecanismos que pue-
dan reducir, limitar o compensar los
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efectos nocivos sobre la calidad de la
piel de un exceso de radiacion solar,
son un objetivo de la industria cos-
mética y, entre ellos, los que permiten
proteger al DNA o contribuir a una
mayor capacidad de reparacién de los
danos infligidos.

Los mecanismos moleculares me-
diante los cuales se introducen dafios
en la molécula de DNA por efecto
de la radiacién solar son ampliamen-
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te conocidos, e incluyen formacion
de dimeros de timina, transiciones,
transversiones, deaminaciones..., en
muchos casos mediados por radicales
libres que, ademas, pueden alterar el
mecanismo de respuesta al dafo (sis-
tema SOS). Como consecuencia, se
introduciran errores en la replicacion
gue pueden reducir la viabilidad de las
células hijas y provocar un aumento
de los sintomas del envejecimiento.

B Cosmeética

ABREVIATURAS

ECVAM: European Center for
Validation of Alternative
Methods (http://ihcp.jrc.
ec.europa.eu/home)

aSC: células madre adultas

hESC: células madres
embrionarias

IPS: células madres
pluripotentes inducidas

UV: radiacion ultravioleta
IR: radiacion infrarroja

En el estudio de todos estos meca-
nismos moleculares se han desarro-
llado estrategias experimentales de
gran potencia, pero que en general
permiten determinar el efecto solo
sobre uno de los muchos mecanis-
mos implicados. Esto, desde el punto
de vista del screening de efectividad
cosmética dificulta en gran medida
su aplicacion. Como ejemplo de apli-
cacion de una de las metodologias
proceso-especificas en el dano en el
DNA, podriamos citar la deteccién de
dimeros de timina mediante anticuer-
pos especificos y cuantificacion por
técnicas de analisis de imagen.

Por eso, es de gran interés disponer
de algunos ensayos, como puede ser
el ensayo COMET (en realidad “Single
Cell Electrophoresis Assay”), descrito
por Ostling and Johansson en 1984
y modificado por diversos autores
[14]. Este es un método simple que
permite medir la aparicién de roturas
en la molécula de DNA en el interior
del nucleo de las células eucariotas.
Las células teAidas con un colorante
que se une al DNA se incluyen en
una matriz de agarosa sobre un cu-
breobjetos, y se someten a un cam-
po eléctrico. Los fragmentos de DNA
liberados por las roturas escapan del
nucleo celular a través de los comple-
jos de poro, formando una estructura
de “cola de cometa” de DNA libre
hacia el anodo. El tamafio de la co-
la formada es proporcional a la frag-
mentacion provocada en la molécula
de DNA. Un producto a evaluar ten-
drd un efecto protector si las células
expuestas al agente lesivo (por ejem-
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plo, radiacién UV), en presencia del
mismo, presentan una reduccion del
tamafio de la cola respecto a las célu-
las no tratadas. Si inducimos un dano
en el DNA y posteriormente compa-
ramos el efecto del producto en la
fase de recuperacion, la reduccién del
tamano de la cola en las células tra-
tadas respecto a las no tratadas nos
permitird identificar una accion repa-
radora del DNA.

EJEMPLO 3. ENSAY0S

MULTIPARAMETRICOS

En el Ultimo decenio se ha vivido en
el ambito de la investigacion biologi-
ca un gran desarrollo de las disciplinas
6émicas. Empezando por la gendmica,
pero también la proteémica, trans-
criptdmica, metabonomica... Y entre
ellas la denominada celémica. Esta
disciplina pretende emplear técnicas
de andlisis multiparamétrico sobre sis-
temas celulares en cultivo. Esto en la
practica significa que sobre una misma
célula, empleando técnicas de anali-
sis de imagen, se puedan determinar
varios parametros, tantos canales de
lectura independiente dispongamos y
sondas compatibles existan. Un ejem-

plo se muestra en la Figura 3, aplicado
a la deteccion de dianas de toxicidad
en un sistema celular [15]. Este tipo
de métodos, aplicado al screening de
efectividad cosmética, podra permi-
tir en un futuro proximo determinar
multiples parametros de efectividad
cosmética en un mismo cultivo celular,
reduciendo notablemente los costes y
aumentando la eficiencia.

CONCLUSIONES

La cada vez mayor disponibilidad de
modelos celulares especializados de
facil acceso, al ser comerciales; las
nuevas técnicas y procesos de medi-
da muchos de ellos estandarizados,
como kits; asi como el conocimiento
cada vez mas detallado del funciona-
miento y dindmica celular, permite ya
identificar nuevas dianas que son de
interés para el desarrollo de nuevos
activos o principios cosméticos que
permiten sustentar/apoyar nuevas rei-
vindicaciones mediante rigurosos ex-
perimentos cientificos, lo que permite
afirmar que los cosméticos hoy, y en
un futuro préximo, seran disefados
de manera mas inteligente y seran
claramente mas efectivos.
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Figura 3. Ejemplo de sondas empleadas para la determinacion citémica de 6
parametros relacionados con las rutas de citotoxicidad temprana y tardias en la
célula (TMRM, Mitotracker Red, BODIPY665, HOECHST, loduro de Propidio, Fluo 4
y DHR123 son sondas fluorescentes de Molecular Probes Inc.)
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