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A(;AO DA VITAMINA C NO PROCESSO DE CICATRIZA(;AO CELULAR
THE ACTION OF VITAMIN C IN THE CELLULAR HEALING PROCESS.
ESTER, Leticia, CAMPOS, Nayhara;

ALVAREZ DE PRAX, Marisa Professora Doutora do Curso de Biomedicina da Universidade
Séo Francisco;

RESUMO. A vitamina C tem sido amplamente utilizada nos Gltimos anos como ativo em
produtos de dermocosméticos devido a sua capacidade oxidante que oferece a pele um aspecto
mais jovial e iluminado, tornando seu uso cada vez mais popular na rotina de cuidados de
milhares de pessoas. Pensando na acessibilidade desse ativo e em suas propriedades conhecidas,
0 presente trabalho visa testar a capacidade dessa vitamina no processo de regeneracao celular,
guando utilizada de forma tdpica, e avaliar a possibilidade de sua utilizacdo no tratamento de
cicatrizes. Para tal, foi utilizada a técnica de migracao celular, onde fibroblastos cultivados em
placas foram tratados com o Acido Ascorbico e incubados por um periodo aproximado de 48
horas. O resultado foi avaliado por microscopia e os dados foram contabilizados, resultando em
um aumento de 260% de migracdo celular com o uso da vitamina C e de 465,22% com a
utilizacdo de Bepantol referente ao controle positivo, demonstrando uma melhora significativa
do produto para os devidos fins pesquisados.

Palavras-chave: fibroblasto; cicatrizacdo; regeneracdo celular; vitamina C; bepantol; acido
ascorbico; dermocosméticos.

ABSTRACT. Vitamin C has been widely used in recent years as an active ingredient in
dermocosmetic products due to its oxidizing capacity, which gives the skin a more youthful and
radiant appearance, making its use increasingly popular in the skincare routines of thousands
of people. Considering the accessibility of this active ingredient and its well-known properties,
the present study aims to test the ability of this vitamin in the process of cell regeneration when
applied topically and assess the possibility of its use in scar treatment. To do so, the cell
migration technique was employed, where fibroblasts were fortified with Ascorbic Acid,
cultured in plates, and incubated for an approximate period of 48 hours. The results were
evaluated through microscopy, and the data were quantified, resulting in a 260% increase in
cell migration with the use of vitamin C and a 465.22% increase with the use of Bepantol,
demonstrating a significant improvement of the product for the intended research purposes.

Keywords: Fibroblast; cell regeneration; vitamin C; Bepantol; ascorbic acid; dermocosmetics.
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INTRODUCAO

Avitamina C, também chamada de acido ascorbico (AA), é uma vitamina hidrossoluvel,
termolabil e encontrada principalmente em frutas citricas, que ganhou notoriedade desde o
século 16 devido a onda de escorbuto que ocorreu durante as grandes navegagdes maritimas
por conta da ma alimentacdo adotada pelos navegadores da época (Azulay, Ménica M. et al.
2003). Segundo Guadalupe Fernandez Morente e Ignacio Fernandez Via, historiadores e
reporteres da National Geographic Portugal, estima-se que s6 na primeira navegacao de Vasco
da Gama a india, ele tenha perdido cerca de dois tercos de sua tripulagio devido a essa doenca,
que apesar de conhecida desde a antiguidade, ndo havia sido relacionada até 0 momento com a
deficiéncia de &cido ascorbico.

Foi apenas em 1747, com os experimentos realizados pelo médico escocés James Lind,
que a cura do escorbuto foi associada a ingestdo de frutas citricas (White, Marcus. 2016). Hoje
em dia, sabe-se que, além da prevencao dessa patologia, a AA é fundamental para a integridade
das paredes dos vasos sanguineos e, devido a sua propriedade oxidante, € um poderoso
auxiliador do sistema de defesa e da producdo das células colagenas, principais protagonistas
no processo de cicatrizagéo celular, ou seja, do reparo de tecidos lesionados (Azulay, Monica
M. et al. 2003).

A cicatrizacdo celular é um processo fundamental para a integridade do nosso corpo,
pois € nela que ocorre o reparo de tecidos lesionados, evitando sangramentos excessivos,
infeccdes, entre outros (Falanga, 2005). A cicatrizacédo se refere a uma sequéncia de reparos no
tecido lesionado, composta por inflamacéo, proliferacdo celular de fibroblastos, remodelacéo,
contracdo da ferida e epitelizacdo (Humbert, P. et al. 2018). Nesse processo, as proteinas
atuaram firmemente na sintese de colageno, um componente da matriz extracelular central que
atua sustentando e mantendo os tecidos e células unidas e, para sua formacao é necessario a
presenca de aminoacidos, vitaminas e minerais. As vitaminas do complexo B, Tiamina
(vitamina B1) e Riboflavina (vitamina B2), sdo utilizadas como cofator no metabolismo de
colageno. A Piridoxina (vitamina B6), como coenzima na ativacdo da sintese proteica e a
Cobalamina (vitamina B12), como coenzima na sintese de DNA e proteinas (BOTTONI et al.,
2011). A vitamina C (&cido ascorbico) € essencial para a sintese de colageno e para a producao
de n-acetil galactosamina, um componente de matriz e tecido de granulagdo. As deficiéncias de
vitamina C diminuem a resisténcia da ferida a tensdo e atrasam a cicatrizacdo da lesdo
(HALLORAN; SLAVIN, 2002). Sendo assim, a Vitamina C é considerada uma grande aliada
do nosso organismo, auxiliando e sustentando diversos processos metabolicos, incluindo o
processo de cicatrizacdo (Pullar, Juliet M. et al. 2017).

Ao que se refere a seu uso topico, estudos clinicos realizados por um dermatologista,
em um ensaio prospectivo, aberto e ndo controlado, demonstram que apos 12 semanas
utilizando um sérum que continha &cido ascorbico, foi observado a diminuigdo nas rugas,
aumento da firmeza cuténea e redugéo da vermelhiddo (Gondelberg, DJ. et. al. 2019). Ja em
um ensaio randomizado, controlado, foi avaliado o microagulhamento combinado a vitamina
C, onde metade da face dos participantes era utilizada o sérum de Vitamina C e a outra metade
ndo. Foram realizadas quatro sessdes de tratamento e notou-se a melhora da hidratagéo e da
firmeza cutanea, melhora na elasticidade e diminuicdo do eritema para os participantes que
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utilizaram o sérum. Nos participantes que ndo o utilizaram, observou-se apenas uma melhora
da hidratacdo cutanea (Zasada, M. et al. 2019).

Esses estudos demonstram que a Vitamina C é um grande aliado da pele e sua utilizacdo
poderia ser uma grande aliada aos tratamentos de cicatrizacéo, principalmente no ambito dos
dermocosmeéticos, a fim de tratar lesbes causadas por acne, cirurgias, tratamentos estéticos e
muitos outros. Ao que se refere ao campo da skincare, a vitamina C ja vem sendo utilizada para
deixar a pele mais iluminada e com um aspecto mais jovial e devido a sua popularizacdo,
tornou-se um produto mais acessivel aos diversos publicos.

Nesse contexto, este trabalho se propde a realizar uma anélise comparativa da eficacia
da vitamina C como agente de cicatrizacao de uso topico, utilizando o teste de migracéo celular,
a fim de averiguar a possibilidade da utilizagdo de vitamina C como substituto ou tratamento
complementar durante o processo de cicatrizacdo. Como escolha de comparacdo, foi utilizado
0 Bepantol® Derma Creme Multi Restaurador. Seu principio ativo é o dexpantenol, que possui
acao comprovada no processo de reparacao celular. O dexpantenol, atua penetrando as camadas
internas da pele e transformando-se em vitamina B5, deixando a pele nutrida e fortalecida,
estimulando a formacéo e regeneracdo natural da pele (Anvisa, 2022).

Para realizar tal comparacéo, foi utilizada a técnica de migracdo celular, esse ensaio
consiste em criar uma "ferida™ linear em uma monocamada celular e acompanhar, por meio de
imagens, o preenchimento dessa lacuna ao longo do tempo. O ensaio é Util para tipos celulares
como queratindcitos e fibroblastos da pele e permite estudar a migracdo coletiva de células em
condicBes altamente controladas. No processo de cicatrizacdo de feridas, as células
desempenham papéis distintos em fases como coagulacédo, inflamagédo, migracao-proliferacdo
e remodelacdo. A migracdo celular é essencial para a restauracdo da estrutura e funcéo da pele,
especialmente dos queratindcitos, que migram para preencher a ferida. Em suma, o ensaio de
cicatrizacdo de feridas in vitro é uma ferramenta valiosa para entender e quantificar a migracao
celular coletiva em diferentes contextos experimentais, particularmente em processos
fisiologicos e patolégicos relacionados a pele (Falanga, 2005).

METODOLOGIA

Desenho Experimental

Os fibroblastos humanos (ATCC SCRC-1041 Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ)) foram incubados com 3 concentracGes ndo-citotoxicas dos produtos avaliados e
submetidos ao teste de migracdo celular (scratch assay) para posterior avaliagdo da migracao
celular. Como controle positivo para estimular essa migracao, utilizou-se TGF-B1- R&D na
concentragdo de 10 ng/mL.

Cultura de fibroblastos humanos

Fibroblastos humanos primarios foram semeados em garrafas de 75cmz?, cultivados e
expandidos em incubadora a 37° C em presenca de 5% de CO2, utilizando meio de cultura
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suplementado (Dulbecco’s Modified Eagle Medium- DMEM (Lonza) suplementado com 10%
soro fetal bovino, 0,1% de Amphotericin B e 0,5% de Penicilina-estreptomicina(Gibco). Ao
atingirem confluéncia, as células foram semeadas em placas de 96 pocos a 1x10* para
determinacdo das concentracbes nao citotoxicas dos produtos avaliados e para posterior
incubagdo com o produto avaliado no ensaio de migragéo celular.

Determinacdo das concentracfes ndo citotoxicas para ensaio de eficacia

Vinte e quatro horas apds semear o plagueamento, cada poco contendo 1x10¢, as placas
foram tratadas com oito contragdes distintas da Vitamina C utilizando o fator de dilui¢do de
3,16(100mg/ml - 0,03 mg/ml). Para a realizacdo do ensaio, foiutilizado o serum de Vitamina C
22% da marca Cetopic. O mesmo foi feito com o Bepantol Derma, mas a uma concentragao
inicial de 50mg/mL, fator de diluicdo de 3,16 (50mg/mL a 0,015 mg/mL). A viabilidade celular
foi determinada pelo método colorimétrico que utiliza o corante MTT ((3-(4,5-Dimethyl-2-
thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide; Sigma, St. Louis, Mo.).

A placa foi incubada por um periodo de 48 horas, 0 meio foi removido e a placa foi
lavada com PBS 1X. O MTT foi adicionado a cultura na concentragéo de 0,75mg/mL (100
uL/pogo) e incubado por 2 horas adicionais. O conteudo do pogo foi removido ¢ 100uL de
isopropanol com HCL a 0.004N foi adicionado com o propdsito de solubilizar os cristais de
formazan formados. A absorbancia de cada poco foi determinada a 570nm no monocromador
Multiskan GO (Thermo Scientific, Finlandia). A viabilidade celular foi expressa em
porcentagem e calculada conforme a equacéo:

% Células Viaveis = absorbancia do produto com as células
absorbancia do controle x 100

Protocolo de tratamento das culturas celulares

Foram semeadas em placas de 24 pocos, 5x10* células por poco, as culturas celulares
foram incubadas em 3 concentra¢cfes ndo-citotoxicas do produto diluidas em meio de cultura
suplementada. As concentracdes dos produtos avaliados Vitamina C foram 1,0; 0,32 e 0,10
mg/mL e do Bepantol foram 0,1; 0,032 e 0,01 mg/mL. As células foram mantidas em contato
com o produto avaliado por 48 horas.

Ensaio de migracéo celular

Ap0s o tratamento, 0 meio de cultura foi removido e o scratch foi realizado com auxilio
de uma ponteira de 1000uL. As células foram mantidas em 500 ul de meio de cultura
suplementado por adicionais 24 horas e, em seguida, fixadas com 400ul de paraformaldeido ao
4% e coradas com 300 ul de cristal violeta por 15 minutos (Xenometrix In Cytotox CVDE —
Cristal Violet Dye Elution — Newpeov Cat. KCV96.1200). Os pocos foram fotografados
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utilizando microscépio 6ptico invertido (Nikon) e o software software (ImagePro®). A
avaliacdo da migracao celular e sua semi-quantificacédo foi feita através do software de analise
de imagens ImageJ (verséo 1,48).

Analise estatistica

Na avaliacdo estatistica utilizou-se o teste ANOVA que permitiu mensurar a varia¢do
dos resultados, comparando os dados entre os grupos. Em seguida foi aplicado o pds-teste
Bonferroni, que reforgou e tornou ainda mais preciso o resultado apresentado no teste ANOVA.
Foi utilizado o nivel de significancia de 5% (GraphPad Prism v6).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Viabilidade celular

Apo0s 0 ensaio de MTT podemos observar nas Figuras 1 e 2, que os produtos avaliados
Vitamina C 22% e Bepantol® apresentaram concentragdes ndo citotdxicas a partir da diluicdo
1,0 mg/mL e 0,50 mg/mL respectivamente.

Fonte: Autoria propria (2023).

Vitamina C %

1.5+

Viabilidade Celular em %

LW NN "::\ Ny (LM LM Qs

Vitamina C 22% (mg/mL)

Figura 1- Gréafico de Avaliacdo das concentraces ndo-citotoxicas do produto avaliado Vitamina C
22% em fibroblastos humanos ap6s 48 horas de incubacédo pelo método do MTT.
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Fonte: Autoria propria (2023)
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Figura 2- Gréfico de Avaliacdo das concentracdes ndo-citotoxicas do produto avaliado Bepantol® em
fibroblastos humanos apds 48 horas de incubagédo pelo método do MTT.

De acordo com resultados obtidos, foram utilizados trés concentracdes nédo citotoxicas,
que correspondem a 1 mg/ml, 0,32 mg/ml e 0,10 mg/ml da solugéo de vitamina C 22%, e as
concentragdes equivalentes de 0,50 mg/ml, 0,16 mg/ml e 0,05 mg/ml da solucéo de Bepantol,
nos ensaios de migragéo celular com fibroblastos.

Ensaio de migracgéo celular

O controle positivo em testes de migracdo celular desempenha um papel crucial ao
estabelecer uma referéncia de comparagdo. Ele permite avaliar o potencial migratério das
células em estudo, fornecendo uma base para determinar se um tratamento, composto ou
condicdo estd aumentando ou diminuindo essa migragdo. Foi utilizado o TGF-B1- R&D na
concentragdo de 10 ng/mL como controle positivo desse ensaio. Estudos anteriores evidenciam
que o TGF-B1, quando presente em sua forma ativa, desempenha um papel crucial na formagao
de fibrose na pele. Isso foi comprovado pela capacidade dos fibroblastos em expressar
significativamente mais TGF-B1 quando expostos a essa forma ativa da proteina, devido a isso
é possivel utilizar o TGF como controle positivo, pois ele é expresso em maior quantidade em
uma maior concentracao de fibroblastos. (Cunha, M. et al, 2015)

A Figura 3 representa o efeito do produto avaliado Vitamina C 22% no processo de
migracdo celular em cultura de fibroblastos humanos. Nesta figura, podemos observar o
Controle Basal sem Scratch (A), o Controle Scratch (B), Controle Positivo Scratch (C) e a
migragdo em cultura previamente tratada com o produto avaliado Vitamina C 22%. Conforme
podemos observar na Figura 4, o produto avaliado Vitamina C 22% promoveu um aumento
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significativo no processo de migragdo celular de 265,26% na concentracdo de 0,1mg/mL,
quando comparado ao grupo controle (P<0,01).

Fonte: Autoria propria (2023).
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Figura 3- Efeitos do produto avaliado Vitamina C 22% no processo de migracao celular em cultura de
fibroblastos humanos, avaliados apds um periodo de 24 horas. (A). Controle Basal sem Scratch. (B).
Controle Scratch. (C).Controle Positivo Scratch (D).Scratch + 0,1mg/mL. (E). Scratch + 0,032mg/mL.
(F). Scratch + 0,01 mg/mL. Aumento de 10x em microscopia éptica.

Fonte: Autoria prépria (2023).
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Figura 4- Semi-quantificacdo do processo de migracéo celular de fibroblastos tratados com o produto
avaliado Vitamina C 22% por 24 horas. Os dados representam a média + desvio padréo de triplicata
experimental (Anova, Bonferroni).
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Figura 6 representa o efeito do produto avaliado Bepantol® no processo de migragao
celular em cultura de fibroblastos humanos.Conforme podemos observar na Figura 7, o produto
avaliado Bepantol® promoveu um aumento significativo no processo de migragéo celular de
465,22% na concentracdo de 0,016 mg/mL, quando comparado ao grupo controle (P<0,01).

Fonte: Autoria propria (2023).

Figura 6 - Efeitos do produto avaliado Bepantol® no processo de migracdo celular em cultura de
fibroblastos humanos, avaliados ap6s um periodo de 24 horas. (A). Controle Basal sem Scratch. (B).
Controle Scratch. (C).Controle Positivo (D).Scratch + 0,05mg/mL. (E). Scratch + 0,016mg/mL. (F).

Scratch + 0,005 mg/mL. Aumento de 10x em microscopia Optica.

Fonte: Autoria propria (2023).
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Figura 7 - Semi-quantificacdo do processo de migracdo celular de fibroblastos tratados com o
produto Bepantol® por 24 horas. Os dados representam a média + desvio padrdo de triplicata
experimental (Anova, Bonferroni).
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A vitamina C 22% demonstrou um efeito positivo no processo de reparo e regeneracéo
tecidual, auxiliando na cicatrizagdo celular. De acordo com a literatura, esse resultado se da,
principalmente, devido a capacidade do &cido ascorbico de combater os radicais livres que séo
produzidos em altos niveis durante o reparo do dano cutaneo e que, quando ndo controlados,
podem prejudicar o processo de reparacgdo celular (Viana, A. et al. 2022) e também a funcédo da
vitamina C como co-fator da sintese de colageno e para a producéo de n-acetil galactosamina,
um componente de matriz e tecido de granulacdo. Vale ressaltar também que a deficiéncia de
vitamina C diminui a resisténcia da ferida a tensdo e atrasa a cicatrizacdo da lesdo
(HALLORAN; SLAVIN, 2002).

E possivel destacar também que houve uma diferenca significativa nas pontuacdes totais
médias do teste de migracdo celular entre os dois grupos avaliados, mas que nao anulam o
resultado positivo da vitamina C. No entanto, o Bepantol se destacou, mostrando um impacto
ainda maior no processo de regeneracao tecidual e no auxilio a cicatrizacao celular.

O dexpantenol que é o principal componente do Bepantol ao entrar em contato com a
pele, é convertido em vitamina B5 que atua como agente hidratante e nutritivo, melhorando a
hidratacdo cutanea, reduzindo a perda transepidérmica de agua, mantendo a maciez,
elasticidade da pele e fornecendo nutrientes para o processo de cicatrizagdo. A ativacdo da
proliferacdo de fibroblastos, que € relevante na cicatrizacdo de feridas, foi observada tanto in
vitro como in vivo com dexpantenol. Também foi observada reepitelizacdo acelerada na
cicatrizacao de feridas, monitorada por meio da perda de agua transepidérmica como indicador
da funcdo de barreira epidérmica intacta (Ebner; Heller; Rippke; 2002).

Vale ressaltar que estudos adicionais sdo necessarios para que se confirmem os efeitos
do acido ascorbico e as possibilidades de sua utilizacdo como principio ativo ou agente auxiliar
em produtos dermocosméticos, incluindo ensaios pré clinicos e clinicos, a fim de validar
completamente seus mecanismos, explorar seus potenciais efeitos e garantir a qualidade em sua
utilizag&o.

CONCLUSAO

Concluimos que os resultados da migracdo celular do &cido ascorbico em uma
concentracdo de 22% foram muito satisfatorios e que 0 mesmo pode ser considerada um agente
auxiliar na cicatrizacdo celular na producdo de novos produtos e como tratamento
complementar, podendo contribuir e muito no campo dos dermocosméticos, ndo apenas para a
iluminacdo da pele, mas também para o tratamento de rugas, cicatrizes de acnes, lesbes geradas
por tratamentos estéticos e afins. Com isso, espera-se que o potencial dessa molécula seja cada
vez mais explorado e combinado com outros agentes para melhora de sua eficacia.

E essencial destacar também que o produto Bepantol demonstrou um desempenho
superior na regeneracao tecidual, exibindo uma diferenca de até 465,22% em comparagdo com
o controle basal. Esta descoberta é significativa, especialmente considerando a aplica¢do do
Bepantol na cicatrizacdo tecidual em diversos casos.
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