Vojnosanitetski pregled







12.03.2015.
Uredništvu časopisa

Poštovana prof. dr Dobrić,
nakon detaljnog razmatranja korisnih sugestija recenzenata, želeli bismo da dostavimo revidiran rad (ID 7558) autora Mile Filipović, Ane Gledović, Milice Lukić, Marije Tasić-Kostov, Tanje Isailović, Ivane Pantelić, GordaneVuleta, Snežane Savić, pod naslovom:

"Alp Rose stem cells, Olive oil squalene and a natural alkyl polyglucoside emulsifier: Are they appropriate ingredients of skin moisturizers - in vivo efficacy on normal and sodium lauryl sulfate - irritated skin?"
na ponovno razmatranje za objavljivanje u časopisu Vojnosanitetski pregled, u kategoriji originalni članak.
U ime svih autora, želela bih da se zahvalim recenzentima i skrenem pažnju na izmene u radu načinjene u skladu sa njihovim primedbama:
Odgovor recenzentima

Recenzent A
Zahvaljujemo se recenzentu na navedenim komentarima.
Komentar 1:

"Iako je rad napisan iscrpno, glavna zamerka je odabir ispitivanih supstanci. Naime, na tržištu već postoje preparati sa matičnim ćelijama alpske ruže, što je i konstatovano u samom radu. Kako na tržištu već postoje preparati sa navedenom aktivnom komponentom, ispitivanje iritacionog potencijala je već moralo biti uradjeno za navedeni proizvod kako bi mogao biti stavljen u promet kao zdravstveno bezbedan. "
Odgovor:


Zahvaljujemo se recenzentu na navedenom komentaru, ali moramo da naglasimo nekoliko veoma značajnih aspekata u razmatranju odabira ispitivanih supstanci. Pored nesumnjivog značaja ispitivanih supstanci i njihove dostupnosti na tržištu, treba uzeti u obzir da nema ili ima jako malo radova koji se bave ispitivanim supstancama, pre svega biljnim matičnim ćelijama uopšte, koje su do sada još uvek slabo istražene i predstavljaju nepoznanicu. Činjenica je da svaki proizvođač kozmetičkih sirovina, pa tako i kozmetički aktivnih supstanci (KAS), vrši neophodna, zakonom propisana ispitivanja, da bi se one našle na tržištu i koristile za izradu kozmetičkih proizvoda, međutim ta ispitivanja su uglavnom in vitro ispitivanja. Sa druge strane, čak i da se vrše in vivo ispitivanja samih KAS, uvek postoji neophodnost ispitivanja istih sirovina u različitim nosačima s obzirom da postoji neosporan značaj uticaja nosača na sve aspekte primene kozmetičkog/dermatološkog proizvoda (Rosen, Meyer R Delivery system handbook for personale care and cosmetic products: Technlogy, applications and formulations. William Andrew Inc., 2005.) Uz navedeno treba istaknuti da je za stabilizaciju ispitivanih kremova, odnosno izradu nosača, upotrebljen i nov emulgator, te posebno mesto u radu ima i ispitivanje datog emulgatora i njegove praktične primene. Stoga, a u skladu sa zahtevima evropske regulative (Uredba EU 1223/2009) u pogledu procene efikasnosti (dermo)kozmetičkih proizvoda neophodno je za svaki proizvod ponaosob, bez obzira na tip i koncentraciju aktivnih supstanci, sprovesti in vivo ispitivanja na humanim doborvoljcima, a u cilju verifikacije ukupnog kvaliteta proizvoda. Takođe, iako na temelju generalnih principa objektivne procene efekata dermokozmetičkih proizvoda na kožu i adnekse kože, eksperimentalni dizajn i protokol svakog ovakvog ispitivanja razvijaju se posebno, shodno osnovnim karakteristikama formulacija.
Komentar 2:


"Pregled rezultata ukazuje da je skvalen maslinovog ulja pokazao dobre rezultate u osmišljenom eksperimentu. Glavni komenar je odabir navedenih koncentarcija, 1 i 6%. Zašto baš navedeni opseg koncentracija?"
Odgovor:

U skladu sa komentarom recenzenta dajemo detaljan odgovor.

Na osnovu specifikacije proizvođača za kozmetičku sirovinu skvalen maslinovog ulja - Olifeel® SQ (INCI: Squalene) u kojoj se navodi: "Squalene can be easily incorporated in all kind of cosmetic products, the dosage can vary from 0,5 to 10%. The product demonstrated to be effective starting from the dose of 1%, as skin softening and to reduce the irritating activity of surfactants and soaps, but for effective healing efficacy a dose above 5% should be advisable" izvršen je odabir ispitivanih koncentracija. Koncentracija od 1% uzeta je kao minimalna koncentracija primenom koje se, na osnovu specifikacije proizvođača, uopšte može očekivati bilo koji efekat skvalena. S obzirom da se u II fazi studije in vivo ispitivanja vrše na koži prethodno eksperimentalno indukovanoj surfaktantom (natrijum lauril sulfat), proverena je efikasnost obe navedene koncentracije, s tim da je koncentracija od 6% uzeta kao prva veća koncentracija od 5%. Koncentracije iznad 6% nisu uzimane u obzir zbog uticaja na senzorne i aplikativne karakteristike ispitivanih kremova koje su, kao veoma bitne, i jedan od fokusa našeg celokupnog rada.
Komentar 3: 

"Drugo pitanje je zašto nije ispitivan uticaj još jedne koncentracije, s obzirom da autori konstatuju da postoji dozna zavisnost?"
Odgovor:


Zahvaljujemo se recenzentu na navedenom komentaru uz objašnjenje da bi ispitivanje delovanja još jedne koncentracije, u cilju dalje procene dozno zavisnog uticaja skvalena na parametre praćene u studiji, imalo smisla ako bi bila uzeta u obzir najveća preporučena koncentracija od strane proizvođača (konc. od 10%). Napred je naglašeno da koncentracije iznad 6% nisu uzimane u obzir zbog preliminarno utvrđenog negativnog uticaja na senzorne i aplikativne karakteristike ispitivanih kremova, koje su takođe od interesa kada se sveobuhvatno razmatra formulacija dermokozmetičkog proizvoda koji treba da zadovolji sa aspekta dostizanja farmaceutskog kvaliteta, efikasnosti, bezbednosti i zadovoljavajućeg senzornog profila. Iz ovog razloga nije bilo od interesa da se dalje procenjuje dozno zavisni uticaj skvalena.

Komentar 4:

"Ukoliko je u ispitivanju upotrebljen skvalen maslinovog ulja, koji kao takav postoji na tržištu, trebalo bi navesti sastav, odnosno procentualni udeo skvalena u proizvodu, što bi specifikacijom proizvodjača moralo da bude navedeno."

Odgovor:


Zahvaljujemo se recenzentu na korisnoj sugestiji. U skladu sa navedenom sugestijom recenzenta, u revidiranoj verziji rada, u delu Materials deo druge rečenice prvog paragrafa je promenjen u "Olive oil squalene with a 96% purity (Olifeel® SQ) was kindly provided by Amedeo Brasca & C. SRL"
Komentar 5:

"Takodje je u radu potrebno potvrditi da efekat koji je ovde ispoljen predstavlja zbilja efekat koji je posledica inkorporacije skvalena iz maslinovog ulja, i da inkorporiranje čistog maslinovog ulja, što bi bilo ekonomičnije, pokazuje statistički manji efekat u odnosu na ispitivane preparate sa skvalenom iz maslinovog ulja."
Odgovor:


Zahvaljujemo se recenzentu na navedenom komentaru, ali smatramo da je ovde neophodno određeno pojašnjenje kada je reč o skvalenu i maslinovom ulju kao kozmetičkim supstancama.


Pored činjenice da je sadržaj skvalena u maslinovom ulju nizak, od 340 ± 31 mg do 424 ± 21 mg/100g maslinovog ulja, u zavisnosti od vrste i porekla samog ulja, (Owen RW et al. Phenolic compounds and squalene in olive oils: the concentration and antioxidant potential of total phenols, simple phenols, secoiridoids, lignans and squalene. Food and Chemical Toxicology. 38 (2000): 647-659), treba uzeti u obzir da je ispitivani skvalen čistoće 96% što nesumnjivo ukazuje da ispoljeni efekat potiče upravo od njega. Dodatno, treba imati u vidu da se skvalen u kozmetologiji i prema kozmetičkoj industriji, smatra apsolutno različitim od maslinovog ulja, odnosno tretiraju se kao dve različite kozmetičke sirovine, te je u radu akcenat na samom skvalenu kao kozmetički aktivnoj supstanci. Takođe, značaj se ogleda i u tome što je ispitivani skvalen biljnog porekla, nezavisno od toga što je iz maslinovog ulja (koje je jedan od izvora biljnog skvalena), za razliku od ranije korišćenog skvalena iz ulja jetre ajkule (engl. shark liver oil squalene). 
Komentar 6:

"U tekstu bi trebalo objasniti šta znače i kako se došlo do parametara R2, R5, R7 (koja je razlika izmedju njih, i šta svako od njih ponaosob predstavlja) prilikom ispitivanja viskoelastičnih svojstava ispitivanih uzoraka. Navesti formulu koja je primenjena da bi se dobile vrednosti navedenih parametara, ili program koji je poslužio za izračunavanje."

Odgovor:

Zahvaljujemo se recenzentu na navedenom komentaru. U skladu sa komentarom recenzenta izvršena je izmena u revidiranoj verziji rada. Naime, u delu Discussion, deo koji se odnosi na merenje viskoelastičnosti kože (sedamnaesti paragraf) korigovan je uz dodatak sledećeg dela: "Viscoelasticity of the skin was assessed with a calibrated Cutometer® MPA580 - suction-based instrument equipped with a 2-mm-diameter probe. Applying the following settings: 400 mbar suction pressure, suction time 2 s, relaxation time 2 s, 3 repetitions, the skin deformation curve (a deformation vs. time curve) was obtained. This curve offers two types of parameters: directly measured from the curve so-called U parameters (total deformation recovery Ua, total extensibility Uf, immediate elastic deformation Ue and immediate elastic recovery Ur, which are the most commonly used U parameters) and calculated so-called R parameters (R0 to R9 parameters). R parameters were calculated using the Software Cutometer® MPA580, but for the evaluation of viscoelastic properties of the skin only a few were chosen: R2 (Ua/Uf), R5 (Ur/Ue) and R7 (Ur/Uf). Parameter R2 (gross elasticity) reflects the overall elasticity of the skin, R5 (net elasticity) reflects only the elastic component of the viscoelastic response of the skin (it is affected solely by the elastic fibers of the skin), until parameter R7 represents the elastic recovery ratio and it can be affected by changes of elasticity and viscosity of the skin." 
Komentar 7:

"Prilikom konstatacije da je ispitivanje odobrio odgovarajući Etički komitet, obavezno je navesti broj protokola, odnosno odobrenja." 
Odgovor:


Zahvaljujemo recenzentu na vrlo korisnoj napomeni. U skladu sa napomenom recenzenta u revidiranoj verziji rada u delu Subjects, deo prve rečenice prvog paragrafa je izmenjen: "The study was performed in accordance with the Declaration of Helsinki after obtaining written informed consent from the volunteers and permission of the Ethical Committee of the Faculty of Pharmacy, University of Belgrade, Serbia (the approval number: 1583/1)."
Komentar 8:

"U delu teksta koji se odnosi na pripremanje uzoraka (Preparation of the formulations, str. 8) naveden je test „temperature stress test“ .... objasniti o kakvom testu je reč, kao i navesti oksidacione produkte skvalena."
Odgovor: 


Zahvaljujemo recenzentu na navedenom zahtevu. U skladu sa zahtevom recenzenta, u delu Preparation of the formulations, izvršene su dve izmene. Naime, u prvoj rečenici drugog paragrafa izvršena je promena: "The samples containing squalene did not change their appearance (namely colour or smell) throughout the temperature stress tests, after having been stored at room temperature or when submitted to the application during the study, which indicates the absence of oxidation products of squalene (e.g. squalene monohydroperoxide, SQOOH, as a main photo-oxidation product and a primary UV oxidized lipid produced from squalene) 6". Takođe, pomenutom paragrafu dodata je sledeća rečenica: "Temperature stress tests were performed by 24-h preservation of samples at three different temperature conditions (4 °C, room temperature and 40 °C), during 6 cycles (18 days)."
Recenzent B
Zahvaljujemo se recenzentu na navedenim komentarima.
Komentar 1:


''Sirovine čije se delovanje ispituje nisu mnogo istraživački interesantne jer su tržišno dostupne. Shodno tome je i njihova bezbednost ispitana.''

Odgovor: 

Zahvaljujemo se recenzentu na navedenom komentaru, ali moramo da naglasimo nekoliko veoma značajnih aspekata u razmatranju odabira ispitivanih supstanci. Pored nesumnjivog značaja ispitivanih supstanci i njihove dostupnosti na tržištu, treba uzeti u obzir da nema ili ima jako malo radova koji se bave ispitivanim supstancama, pre svega biljnim matičnim ćelijama uopšte, koje su do sada još uvek slabo istražene i predstavljaju nepoznanicu. Takođe, činjenica je da svaki proizvođač kozmetičkih sirovina vrši neophodna, zakonom propisana ispitivanja, da bi se one našle na tržištu i koristile za izradu kozmetičkih proizvoda, međutim ta ispitivanja su uglavnom in vitro ispitivanja. Sa druge strane, čak i da se vrše in vivo ispitivanja kozmetički aktivnih supstanci, uvek postoji neophodnost ispitivanja istih sirovina (u ovom slučaju KAS) u različitim nosačima s obzirom da postoji neosporan značaj uticaja nosača na sve aspekte primene kozmetičkog/dermatološkog proizvoda (Rosen, Meyer R Delivery system handbook for personale care and cosmetic products: Technlogy, applications and formulations. William Andrew Inc., 2005.) Uz navedeno treba istaknuti da je za stabilizaciju ispitivanih kremova, odnosno izradu nosača, upotrebljen i nov emulgator, te posebno mesto u radu ima i ispitivanje datog emulgatora i njegove praktične primene, a u kombinaciji sa biljnim matičnim ćelijama inkapsuliranim u liposome, te skvalenom u različitim koncentracijama
Komentar 2:

''Nema dovoljno podataka o osobinama sirovina, što se može dopuniti.''

Odgovor:


Zahvaljujemo recenzentu na korisnoj sugestiji. U skladu sa sugestijom recenzenta, u revidiranoj verziji rada, u delu Materials, prvom paragrafu dodate su sledeće rečenice koje se odnose na karakteristike ispitivanih KAS: ''Olifeel® SQ is clear oily liquid with slight odour, yellow colour and high purity which prevents degradation and coloring. According to the producer statement, it can be easily incorporated in all types of cosmetic products. PhytoCellTec™ Alp Rose is lyophilized powder with specific odor, dissolvable at up to 20% in water, which can be incorporated in all advanced “stem cell cosmetic” formulas, face and body care products and every weather formulations 5.''
Komentar 3:


"Nisu navedeni proizvođači pojedinih, korišćenih sirovina (glicerol i ksantan guma). "
Odgovor:


Zahvaljujemo recenzentu na navedenoj primedbi. U skladu sa primedbom recenzenta, u revidiranoj verziji rada, u delu Materials, druga rečenica drugog paragrafa je korigovana: "All samples were suitably preserved and also contained Tocopheryl acetate (BASF, Germany) as an antioxidant, Glycerin (BASF, Germany) as a humectant and Xanthan gum (Gum Technology, Arizona) as an additional stabilizer." S druge strane, radi se o supstancama koje su oficinalne po Ph. Eur. kao farmaceutski ekscpijensi, i sve su kvaliteta Ph. Eur.
Komentar 4:


"Nema podatka: Etički komitet koje ustanove je odobrio ispitivanje i koji je broj dozvole/odobrenja?"
Odgovor:


Zahvaljujemo recenzentu na korisnom komentaru. U skladu sa komentarom recenzenta u delu Subjects, deo prve rečenice prvog paragrafa je izmenjen: iz: "The study was performed in accordance with the Declaration of Helsinki after obtaining written informed consent from the volunteers and permission of the Ethical Committee of the Faculty of Pharmacy, University of Belgrade, Serbia (the approval number: 1583/1)."
Komentar 5:

"Nije navedeno na koji način je određen tip kože ispitanika, obavezno dodati kriterijume za procenu."

Odgovor:

Zahvaljujemo recenzentu na vrlo korisnom komentaru. U skladu sa komentarom recenzenta, u revidiranoj verziji rada su izvršene korekcije. Naime, u delu Subjects, drugom paragrafu dodata je rečenica i nova referenca (16): "Type of the skin (normal to moderate dry skin) was evaluated thanks to basal values of measured parameters, primarily on the basis of TEWL values (TEWL values were lower than 12 g/m2h1) 16." S tim u vezi, ubačena je i nova referenca u delu References i to N° 16. Posledično, ostale reference iz originalnog teksta (N° 16 - N° 27) su u revidiranoj verziji rada promenjene u delu References, odnosno samom tekstu.
Komentar 6:


"Tip kože ispitanika varira od pasusa do pasusa (dry or moderate dry)? O kakvom se tipu kože ustvari radi? Ujednačiti terminologiju u celom radu."
Odgovor:



Zahvaljujemo recenzentu na upućenoj primedbi, uz objašnjenje. Tip kože moderate skin pomenut je u radu samo u drugom paragrafu dela Subjects ("A panel of 76 healthy female volunteers without a history or clinical signs of dermatological disease and with normal to moderate dry skin participated in the study") i odnosi se na inicijalno stanje kože pojedinih ispitanika pre nanošenja ispitivanih kremova, odnosno pre početka same studije. Termin dry skin se pominje u daljem tekstu, preciznije u II fazi studije u kojoj je vršena eksperimentalna indukcija stanja suve kože natrijum lauril sulfatom i u kojoj je na osnovu izmerenih parametara (pre svega TEWL) procenjeno da je indukcija uspela. Primedba je svakako prihvaćena, te je u cilju pojašnjenja terminologije, u revidiranoj verziji rada, u delu Discussion, u devetnaestom paragrafu dodata sledeća rečenica: "TEWL values (in more than 50% of volunteers TEWL greater than 12 g/m2h1 was recorded), confirmed that skin dryness was successfully induced 16".
Komentar 7:

"Dobrovoljci uključeni u ispitivanje su bliskih godina i radi se o mladoj populaciji. Zato se i zaključci moraju odnositi na taj uzrast, nikako generalno."
Odgovor:



Zahvaljujemo recenzentu na sugestiji, ali smatramo da je ovde neophodno određeno pojašnjenje. Činjenica jeste da su dobrovoljci uključeni u studiju bliskih godina i da je u pitanju mlađa generacija (dvadesetih i tridesetih godina), međutim pokriveni opseg godina je primeren cilju ispitivanja, praćenim parametrima, te i izvedenim zaključcima. Širi opseg godina nije razmatran, jer nisu praćeni anti-wrinkle efekti ispitivanih kremova, gde bi za izvođenje opštih zaključaka itekako bilo potrebno uključiti i dobrovoljce starosti iznad četrdeset godina. Tvrdnji u prilog idu radovi čiji su se autori bavili sličnom tematikom (Polaskova J,. Pavlackova J. and Egner P. Effect of vehicle on the performance of active moisturizing substances. Skin Research and Technology 2015; 0: 1–10 Article first published online: 16 JAN 2015, DOI: 10.1111/srt.12206; Ferreira MO, Costa PC, Bahia MF. Effect of Sa˜o Pedro do Sul thermal water on skin Irritation. International Journal of Cosmetic Science, 2010, 32: 205–210.; Kikuchi K, Tagami H and the Japanese Cosmetic Scientist Task Force for Skin Care of Atopic Dermatitis. Noninvasive biophysical assessments of the efficacy of a moisturizing cosmetic cream base for patients with atopic dermatitis during different seasons. British Journal of Dermatology. 2008; 158(5): 969–978; Curdy C, Naik A, Kalia YN, Alberti I, Guy RH. Non-invasive assessment of the effect of formulation excipients on stratum corneum barrier function in vivo. International Journal of Pharmaceutics 2004; 271: 251–256.; Savic S, Tamburic S, Savic M, Cekic N, Milic J, Vuleta G. Vehicle-controlled effect of urea on normal and SLS-irritated skin. Int J Pharm 2004; 271: 269–80; Wissing SA, Muller RH. The influence of solid lipid nanoparticles on skin hydration and viscoelasticity – in vivo study. Eur J Pharm Biopharm 2003; 56: 67–72.; Paépe KDe, Hachem JP, Vanpee E et al. Beneficial effects of a skin tolerance‐tested moisturizing cream on the barrier function in experimentally‐elicited irritant and allergic contact dermatitis. Contact Dermatitis. 2001; 44(6): 337-343.), koji predstavljaju samo deo velikog broja publikovanih radova, a u osnovi se odnose na problematiku ispitivanu u ovoj studiji, odnosno ukazuju na način organizovanja studije i izbor ispitanika
Komentar 8:


"Efekti primene kremova moraju se tumačiti i u odnosu na karakteristike ispitivanih kremova (struktura, viskozitet napr.) što u radu nedostaje. Potrebno je dodati podatke o karakterizaciji kremova i njihovo delovanje na kožu tumačiti povezivanjem ovih svojstava i rezultata biofizičkih ispitivanja."
Odgovor:


Zahvaljujemo recenzentu na navedenoj primedbi, uz objašnjenje. Fizičke karakteristike kremova, kao što su reološke karakteristike (viskozitet) mogu se dovesti u vezu sa njihovim senzornim i aplikativnim karakteristikama, ali ne dovode se u vezu sa vlažećim efektom, uticajem na stanje barijere ili na mehaničke osobine kože. Tvrdnji idu u prilog studije čiji su autori pokušavali da dovedu u vezu reološke karakteristike (viskozitet) uzoraka sa ispoljenim efektima na koži (Wang S., Kislalioglu M.S. and Breue M. The effect of rheological properties of experimental moisturizing creams/lotions on their efficacy and perceptual attributes. J Cosmet. Sci. 1999; 21: 167-188.; Lukic, M., Jaksic, I., Krstonosic, V., Cekic, N. and Savic, S.: A combined approach in characterization of an effective w/o hand cream: the influence of emollient on textural, sensorial and in vivo skin performance. Int J Cosmetic Sci. 2012: 34: 140-149.).
Sa druge strane, strukturne karakteristike kremova, naročito kada su kremovi stabilisani različitim fazama lamelarnih kristala, usled sličnosti ovih struktura sa strukturom stratum corneum-a, zasigurno mogu da se dovedu u vezu sa određenim efektima (produžena hidratacija, poboljšanje stanja kožne barijere), uz činjenicu da je karakterizacija ovakvih struktura u kremovima veoma zahtevna, odnosno podrazumeva korišćenje velikog broja metoda. S toga, premda su metode fizičko-hemijske karakterizacije svih ispitivanih uzoraka urađene i dovedene u vezu kako međusobno, tako i sa pojedinim ispoljenim efektima na koži, nisu navedene, jer značajno prevazilaze obim rada i predmet su druge studije.
Komentar 9:


"Zaključak koji je dat: In general, the presented study confirms that with an adequate selection of ingredients and their concentrations it is possible to formulate safe and effective, so called "tailor-made" cosmetic moisturizing products intended for normal and dry skin care. Additionally, the study proves the importance of the carrier itself for the safety and efficacy of the cosmetic moisturizers. Isuviše je uopšten i treba ga brisati."
Odgovor:


Zahvaljujemo recenzentu na navedenom komentaru. Prema zahtevu recenzenta, u revidiranoj verziji rada  u delu Conclusion navedeni zaključak je obrisan.
