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RESUMO

O uso crescente de cosméticos decorativos tem gerado preocupacdes sobre a exposi¢ado crescente
a compostos presentes em suas formulacfes. Muitos desses compostos sdo considerados inertes
em baixas concentragdes, mas 0 uso excessivo pode levar a exposi¢do acima dos limites seguros.
O objetivo desta revisdo sistematica foi avaliar a toxicidade da parafenilenodiamina (PPD),
amplamente utilizada em cosmeéticos, a fim de verificar se a concentracdo atualmente permitida
estd associada a casos de toxicidade. O uso da PPD tem sido relacionado a reacdes alérgicas
cutdneas, como dermatite de contato, e a efeitos toxicos sistémicos, incluindo distdrbios
gastrointestinais, angioedema, convulsdes, tremores, dispneia, atrofia hepética, sonoléncia,
insuficiéncia renal, parada cardiaca, urina escura e, em caso extremos, 6bito. A revisdo incluiu
estudos pré-clinicos (in vivo e in vitro) e ensaios clinicos ndo randomizados, recuperados nas
bases de dados PubMed, Embase, Scopus, Lilacs e Medline. Além disso, o Google Scholar foi
utilizado para busca da literatura cinzenta. A coleta de dados foi realizada em 21 de agosto de
2023 e atualizada em 21 de junho de 2024. O protocolo da revisdo sistematicas para 0s ensaios
clinicos ndo randomizados foi registrado no PROSPERO (CRD42024583665) e seguiu as
diretrizes do PRISMA.A extracdo dos dados e a avaliacdo do risco de viés foram conduzidas por
duas revisoras, sob supervisdo de uma coordenadora. O risco de viés foi avaliado utilizando as
ferramentas ROBINS-I (para estudos clinicos ndo randomizados), SYRCLE’S (para estudos in
vivo) e QUIN TOOL (para estudos in vitro). Dos 2.463 artigos identificados, 1.120 foram
mantidos ap6s a remocao das duplicatas. Apds a triagem por titulos e resumos, 136 artigos foram
selecionados para leitura na integra, resultando em 90 estudos incluidos: 4 ensaios clinicos ndo
randomizados, 27 estudos in vivo, 46 estudos in vitro, 11 estudos combinando in vivo e in vitro e
2 combinando ensaios clinicos ndo randomizados e estudos in vitro. Os resultados indicaram que
a PPD é um sensibilizador cutaneo potente, sendo capaz de induzir dermatite de contato em
concentracdes de 0,1% e 0,003 mg (porquinhos-da-india), 0,5% (humanos) e 1% (camundongos
BALB/c, humanos) em teste de contato, relacionada a reagdes positivas e elicitacdo de dermatite
de contato aguda. Além disso, a administracdo oral de 40 mg/kg causou convulsdes em ratos; a
concentragdo de 0,4% levou a degeneracdo gordurosa hepatica em ratos; a administragdo
subcutanea de 200 mmol/kg/dia resultou em necrose muscular em ratos; e doses de 1, 2 e 3 mg/kg
por via oral provocaram altera¢cGes nos biomarcadores hepaticos e danos hepéaticos em ratos
Sprague-Dawley. Foram também identificadas reacdes cruzadas com outros alérgenos e o
potencial efeito protetor do uso de antioxidantes, que foram capazes de mitigar algumas das
reacOes adversas. Esses achados reforcam a necessidade de monitoramento continuo dos limites

seguros de PPD em cosmeéticos e a implementacdo de estratégias para reduzir seus riscos.

Palavras-chave: Revisdo sistematica, parafenilenodiamina, PPD, cosméticos, toxicidade



ABSTRACT

The increasing use of decorative cosmetics has raised concerns about growing exposure to
compounds present in their formulations. Many of these compounds are considered inert at low
concentrations, but excessive use may lead to exposure beyond safe limits. The aim of this
systematic review was to assess the toxicity of para-phenylenediamine (PPD), which is widely
used in cosmetics, to determine whether the currently permitted concentration is associated with
cases of toxicity. The use of PPD has been linked to allergic skin reactions, such as contact
dermatitis, as well as systemic toxic effects, including gastrointestinal disorders, angioedema,
seizures, tremors, dyspnea, liver atrophy, drowsiness, kidney failure, cardiac arrest, dark urine,
and, in extreme cases, death. The review included preclinical studies (in vivo and in vitro) and
non-randomized clinical trials, retrieved from the PubMed, Embase, Scopus, Lilacs, and Medline
databases. Additionally, Google Scholar was used to search for gray literature. Data collection
was conducted on August 21, 2023, and updated on June 21, 2024. The systematic review protocol
for non-randomized clinical trials was registered in PROSPERO (CRD42024583665) and
followed PRISMA guidelines. Data extraction and risk of bias assessment were carried out by
two reviewers under the supervision of a coordinator. The risk of bias was evaluated using the
ROBINS-I tool (for non-randomized clinical studies), SYRCLE’s tool (for in vivo studies), and
the QUIN TOOL (for in vitro studies). Of the 2,463 articles identified, 1,120 were retained after
removing duplicates. After screening titles and abstracts, 136 articles were selected for full-text
review, resulting in 90 included studies: 4 non-randomized clinical trials, 27 in vivo studies, 46 in
vitro studies, 11 studies combining in vivo and in vitro approaches, and 2 studies combining non-
randomized clinical trials with in vitro studies. The results indicated that PPD is a potent skin
sensitizer, capable of inducing contact dermatitis at concentrations of 0.1% and 0.003 mg (in
guinea pigs), 0.5% (in humans), and 1% (in BALB/c mice and humans) in patch tests, being
associated with positive reactions and the elicitation of acute contact dermatitis. Additionally, oral
administration of 40 mg/kg caused seizures in rats; a 0.4% concentration led to hepatic fatty
degeneration in rats; subcutaneous administration of 200 mmol/kg/day resulted in muscle necrosis
in rats; and oral doses of 1, 2, and 3 mg/kg caused alterations in liver biomarkers and liver damage
in Sprague-Dawley rats. Cross-reactions with other allergens and the potential protective effect
of antioxidants in mitigating adverse reactions were also identified. These findings reinforce the
need for continuous monitoring of safe PPD limits in cosmetics and the implementation of

strategies to reduce its risks.

Keywords: Systematic review, paraphenylenediamine, PPD, cosmetics, toxicity
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1 INTRODUCAO
Por volta de 4.000 anos atras, as tinturas de cabelo ja eram utilizadas®. Desde
entdo, milhdes de consumidores as tém usado para melhorar a aparéncia, com a frequéncia

de uso variando de individuo para individuo?.

Alguns consumidores apresentam reacOes alérgicas adversas na pele apds o uso
de tintura de cabelo, muitas das quais estdo relacionadas a exposicdo a
parafenilenodiamina (PPD)?. Essas reagdes incluem o edema facial grave, dermatite de
contato aguda (DAC) e sintomas gerais de mal-estar>®. Quando esses individuos
procuram atendimento hospitalar, a maioria apresenta reacdo de sensibilizacdo & PPD nos
testes de contato®®.

A PPD ¢ classificada como corante de tonalidade preta*. Em seu estado oxidado,
ela ndo gera efeitos adversos; entretanto, ndo é comum seu uso nessa forma®3.
Geralmente, a PPD é empregada em tinturas (capilares, de sobrancelha e temporaérias,
como na hena) no seu estado reduzido 58. A substancia é classificada pelo Comité
Cientifico de Seguranga do Consumidor (CCSC) como um dos cincos compostos

quimicos mais potentes de acio sensibilizantes®.

A PPD é encontrada em diversos produtos, incluido em tintas utilizadas para a
tatuagem de hena 23. As tatuagens de hena temporaria sdo0 uma escolha comum entre
criangas e jovens por serem indolores, economicamente acessiveis, apresentarem um
efeito durador e, por ndo se tratar de um processo invasivo, oferecem um menor risco de
infecgdo’. A hena é um pé natural proveniente da planta Lawsonia inermis, com coloragéo
marrom-avermelhada ou acastanhada, cujo uso para pigmentacao de cabelos, unhas e pele
é relatado ha varios séculos*!°. A substancia apresenta baixo potencial sensibilizante, e
relatos de dermatite de contato alérgica (DAC) sio raros®. No entanto, as tatuagens feitas
com o corante natural apresentam baixa definicdo e curta duragdo na pele*. Por isso,
aditivos, como a PPD, vinagre, azeite, carvao e cravo sdo frequentemente adicionados a
tintura’. Esses aditivos tém como objetivo alterar a coloragdo do pigmento, reduzir o

tempo de aplicacdo e aumentar a duragdo da tatuagem na pele’.

Quando a PPD ¢ adicionada a hena, ela passa a ser denominada de hena preta®.
Esse ingrediente cosmetico contribui para acelerar o processo de tingimento e
escurecimento dos cabelos, além de aumentar a duragdo da tatuagem na pele®. Contudo,

esse aditivo pode causar inumeros efeitos toxicos, tanto locais quanto sistémicos, seja por
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meio da exposicdo topica ou ingestdo®. A ingestdo acidental de hena contendo PPD
provoca toxicidade sistémica grave, sendo associada a ela sintomas como edema intenso
na face e garganta, rabdomidlise, angioedema, hemolise e arritmia, cardiotoxicidade,
mioglobindria, insuficiéncia renal aguda e desconforto respiratorio, com necessidade de

traqueostomia de urgéncia, além de altas taxas de mortalidade®2°.

A toxicidade sistémica decorrente da ingestdo da PPD é um cenério comum na
india e no norte da Africa, sendo menos frequente em paises desenvolvidos®. Em paises
em desenvolvimento, foi relatado o uso de tintura de cabelo contendo PPD, em Kala
Pathar, como uma forma de automutilagdo®!!. Em decorréncia dessa intoxicagdo, foram
observados efeitos como angioedema, dificuldade respiratoria, rabdomidlise,
insuficiéncia renal aguda e necrose hepatica>'t. No Sud&o, a PPD é responsavel por 35%
das mortes por suicidio, uma incidéncia que pode ser explicada pela facilidade de
obtencdo da hena preta, ja que ela é barata e de fécil acesso, ou devido a experiéncias

anteriores relacionadas a tentativas de suicidio®?.

O uso tdpico da PPD pode levar a uma reacdo de hipersensibilidade tardia do tipo
IV, sendo relatados casos de DAC, hipertricose, urticaria, alteragdo da pigmentacdo e
reacdo liquenoide®’. A DAC é caracterizada pelo surgimento de eritema, vesiculas e
bolhas na area de aplicacao do produto, podendo evoluir para quadros mais graves €, em

alguns casos, até fatais®.

N&do existe um antidoto para tratamento de intoxicacGes pela PPD; assim, é
necessario realizar uma intervengdo precocemente para evitar a mortalidade®. Alguns
estudos indicam que a dose letal de PPD, ap6s a ingestdo e absorcdo enteral, é de 10
gramas®. No entanto, ha relatos de que doses menores foram suficientes para causar a
letalidade®. Os tratamentos hospitalares sio focados no atendimento de emergéncia
médica, incluindo a garantia da permeabilidade das vias aéreas, intubacdo endotraqueal e
traqueostomia®. Quando necessario, pode ser realizada lavagem gastrica, reposicio de
liquidos e eletrdlitos, além da hemodialise, caso seja diagnosticada insuficiéncia renal

cronica®.

A Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 530, de 4 de agosto de 2021, da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), lista a PPD como uma substéncia
que ndo deve estar presente, exceto sob as restri¢c0es estabelecidas, em produtos de

Higiene Pessoal Cosméticos e Perfumes (HPCP)!213, Tal restricdo é justificada pela
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abundancia de evidéncias que indicam a acdo da PPD como alérgeno de contato em
humanos!?13,

O seu uso em tintas de sobrancelhas e cilios é proibido pela RDC n° 03, de 20 de
janeiro de 2012, da ANVISA, A referida RDC estabelece que o limite maximo
permitido de PPD em tinturas capilares é de 6%*4. Na Uni&o Europeia, 0 uso da substancia
em produtos topicos é proibido, sendo permitido apenas em tinturas de cabelo, também
na concentracio de 6%,
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 TINTURAS DE CABELO

Antigamente, substancias vegetais e minerais naturais eram utilizadas para colorir
os fios de cabelos'®. Com o avanco da quimica organica e fina, substancias sintéticas,
consideradas “permanentes” devido as suas caracteristicas oxidativas, comecaram a
substituir as substancias naturais®®. Interpretado como um avanco, o uso da oxidagdo em
tinturas capilares intensificou o niimero de procedimentos nos tltimos anos®®. No entanto,
a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) adverte que alguns dos
corantes capilares amplamente utilizados em todo o mundo sdo mutagénicos e

carcinogénicos para os animais®1°,

A coloracdo permanente do cabelo envolve uma variedade de reagdes, e 0s
principais componentes desses produtos incluem um intermedidrio primario, um
revelador e um agente de acoplamento?. Os intermediarios primarios, como as diaminas
aromaticas (por exemplo, a PPD) e aminofendis (como o para-aminofenol, PAP), sdo
incolores e se transforma em iminas, reagindo rapidamente com os modificadores de
cort®2021 - A oxidacdo pelo peréxido de hidrogénio leva a alteragdo da dor dos fios,
formando espécies reativas que reagem com os agentes acopladores para gerar a cor

fina|15,20,21

E importante observar que pequenas quantidades de intermediarios primarios
podem permear a barreira cutdnea durante o processo de coloragéo, o que pode resultar
em problemas mais graves, como o cancer de bexiga e tumores de pele’®?22%, Ames e
colaboradores (1975) realizaram um estudo utilizando Salmonella typhimurium como
cepa teste e relataram que 89% das tinturas capilares comerciais da época causaram

reagBes mutagénicas na cepa®*.

Os principais reveladores incluem peroxido de hidrogénio, etanolamina e a
amonia®®. O perdxido de hidrogénio é responsavel pela oxidagdo do intermediario
priméario e pelo clareamento dos pigmentos naturais, como melanina, feomelanina e
eumelanina presentes nos cabelo?’. A amonia ou a etanolamina elevam o pH do cabelo,
fazendo com que as cuticulas entumegam, permitindo sua abertura e entrada do peroxido
de hidrogénio e das moléculas da tintura no cortex do eixo capilar 2 . Por fim, o relevador
contribui para a formacdo da cor ao reagir com as formas reativas do intermediario

primario®.
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Dentre 0s componentes das tinturas, destacam-se substancias como a
parafenilenodiamina, para-toluenodiamina (pTD), para-aminofenol (PAP) e Lawsone
(&cido henoténico, 2-hidroxi-1,4-naftoquinona). A PPD ¢é considerada o oxidante mais
utilizado em varias tinturas capilares?>?. A oxidacéo dessas substancias ou a adigdo de
modificadores resulta em modificacfes na coloracéo e nas reacdes dos produtos nos fios
de cabelo!. Algumas dessas modificagGes incluem a substituicio do anel aromatico em
posicdo meta, gerando derivados como m-fenilenodiamina (MPD), m-aminofenol e

resorcinol®.

Estudos toxicoldgicos e epidemioldgicos sugerem que as tinturas de cabelo
apresentam nenhum ou baixo risco para a saide humana’. No entanto, outros estudos
apontam as inimeras consequéncias associadas ao seu usol. Pesquisas indicam que 0
tempo de exposicdo a tinturas de cabelo, contendo PPD, esta relacionado a riscos de
desenvolvimento de leucemias e outras doencas, como o cancer de bexiga, alem de

fragmentacéo de DNA e morte celular?®?":28,

Existem quatro tipos de categorias de coloragéo capilar: os corantes oxidativos, 0s
corantes diretos (temporérios ou semipermeantes), 0s sais metédlicos e os corantes
naturais®*3°, Como regra, a categoria dos corantes permanentes apresenta um agente
oxidante e um componente alcalinizante, que pode ser a ambnia ou um substituto de
amonia?®®. Ja os agentes de coloragio temporaria possuem moléculas de maior tamanho,
0 que dificulta a permeabilidade na haste do cabelo, permitindo apenas um revestimento
superficial, além de se adsorverem no foliculo piloso?®®°. A categoria intermediaria entre
essas duas é composta pelas coloracdes semipermanentes, formuladas para proporcionar
uma melhor deposicdo de cor nas hastes do cabelo devido ao menor tamanho de
particulas®®®, Nesse grupo, encontramos a PPD e seus derivados meta-substituidos, orto-
fenilenodiamina (OPD), 2,5-diaminotolueno, 2,4-diaminoanisole, e 2-amino-4-

nitrofenol72%-31,

O uso da PPD também causa uma grande preocupacéo ocupacional, pois inUmeros
trabalhadores como cabeleireiros e operarios da industria téxtil e de borracha, sdo
expostos diariamente a esse composto®?83233  Estudos epidemioldgicos avaliaram o
risco de exposicdo a esse composto em usuarios de tinturas capilares e barbeiros,
observando um alto risco de desenvolvimento de linfoma ndo Hodgkin, mieloma
multiplos, cancer de bexiga e canceres hematopoiéticos®?83234  Além disso, foi

realizado um levantamento sobre mulheres que tingem os cabelos uma vez por més, o que
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aumentaria de 2,1 vezes a probabilidade de incidéncia de cancer de bexiga'®?8. Pesquisas
epidemioldgicas também associaram a aplicacdo de corantes capilares a base de PPD ao
aumento da incidéncia de cancer em humanos, como o de mama, bexiga e malignidades

linfoides®>37,

2.2 HENA

A hena (Lawsonia inermis) é utilizada desde a antiguidade para o tingimento de
couro, 13, cabelo e unhas®. O uso da hena natural no Suddo remota a Idade do Bronze
(800 A.C — 476 D.C), e no Oriente Médio e na Asia ha registros de seu uso ha mais de
4.000 anos, o que indica que ela faz parte da cultura popular mediterranea e da tradicdo
de diversos paises, sendo amplamente utilizada em cerimonias religiosas e outras
celebrag@es sociais - apresentando um uso generalizado®%4°. Geralmente a hena é aplicada
em grandes areas do corpo para criacdo de desenhos artisticos, sendo frequentemente

usada em recém-nascidos durante cerimonias religiosas®®4L,

A hena natural é cultivada comercialmente, e estudos demonstram que 0S casos
de dermatite alérgica de contato associados ao seu uso sdo raros, 0 que a torna segura para
o uso humano*. No entanto, a hena natural apresenta uma duracdo limitada quando
aplicada na pele*®*2, Para melhorar essa durabilidade, substancias adicionais, como a

PPD, séo frequentemente misturados a hena®®42 .

A PPD é misturada a hena, Lawsonia alba, para criar tatuagens de pigmentacédo
preta®®. A PPD é extremamente toxica e amplamente utilizada em tinturas capilares, sendo
considerada o principal ingrediente nessas formulages*®. Os consumidores optam por
seu uso devido ao seu custo, que é de 20 a 30 vezes mais baixo que a das preparacoes

farmacéuticas de tintura capilar®.

Paises como Sudé&o e Egito apresentam diversos relatos de suicidio e homicidio
devido a ingestdo oral de tinturas de cabelo contendo PPD*C. Quando ingerida, a PPD
desencadeia efeitos adversos dose-dependentes, como hipersensibilidade grave (coceira,
angioedema, asfixia) e rabdomidlise (paresia das extremidades, urina de cor alterada,
oligiria e elevacdo das taxas de creatina, lactato desidrogenase e fosfoquinase),
hipercalemia, hipofosfatemia, hipocalemia, anemia, leucocitose, hemoglobinemia,

hemoglobiniria e necrose hepatica’®*3. Em modelos animais, a PPD pode induzir
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rabdomiolise, vazamento de ions de calcio endoplasmaticos, contracdo continua e

irreversivel, além de alteragOes nas estruturas dos misculos*04344,

2.3 PARAFENILENODIAMINA (PPD)

A parafenilenodiamina, CsHsN2, (CAS 106-50-3), é um solido cristalino incolor,
que, em alguns casos, pode apresentar uma leve coloragdo cinza, amarela ou rosa°.
Quando exposta ao ar, ocorre sua oxidagdo, modificando sua coloracdo para um tom
vermelho/marrom, que, no final da reacdo, torna-se preta, formando um corante
trinuclear, chamado de base Bandrowski (N, N-bis-(4-aminofenil)-2,5-diamino-1,4-
quinona-diimina)®. Estudos indicam que a formagdo da base é uma etapa critica para o

desenvolvimento da DAC®°.

APPD é utilizada em diversas indUstrias quimicas, com aplicac6es variadas, como
antioxidante, antiozonante, revelador fotografico, acelerador de vulcanizacdo de
borrachas e intermediador de corantes de tinturas capilares oxidativas, tatuagem
temporaria, corante de couro e tecidos'®21%93845 Derjvados de parafenilenodiamina,
como 2,3,5-triaminopiridina e 1,2,4-triaminobenzeno, sdo conhecidos por sua capacidade
miotoxica em animais, causando sérios danos musculares, incluindo necrose de musculos
esqueléticos e cardiacos*®“8. No caso da PPD, estudos indicam que o uso oral, acidental
ou ndo, também pode levar a danos musculares em humanos*4°*%°  Munday e
colaboradores buscaram formas de entender esse processo, apresentando evidéncias de
gue a miotoxicidade ocorre pela oxidacao de elétrons do sistema citocromo C, o que leva
a formacdo de espécies reativas de oxigénio, como o radical superoxido e o peroxido de

hidrogénio*’°1:°2,

A parafenilenodiamina, como mencionado, é um ingrediente essencial para as
tinturas capilares, e isso ocorre devido a sua facil oxidagdo®. Seus metabolitos sdo
altamente toxicos, alergénicos e mutagénicos®®. Varios estudos analisaram as
consequéncias do uso de PPD, indicando que alguns 6rgaos, como o rim e a bexiga, sdo
mais susceptiveis aos seus efeitos toxicos. Além disso, ensaios realizados em diferentes
modelos de estudos mostraram efeitos mutagénicos, genotdxicos e carcinogénicos

associados ao uso de PPD®3,

Quando os consumidores utilizam tinturas capilares contendo PPD acabam sendo

expostos ao composto através do couro cabeludo, cabelo, unhas, olhos e mdos®. Um
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estudo com mulheres que usam tinturas de cabelo com a substancia frequentemente
mostrou que elas sofrem respostas agudas, como dores de cabeca, tonturas e anafilaxia®.
Outros estudos conseguiram avaliar mais efeitos da PPD>. Um deles investigou a
exposicdo a PPD por meio do teste de contato em humanos, observando que 0 composto
causou queimagcéo na pele, eritema e erupgdo cutanea®. Trabalhadores expostos a PPD
desenvolveram céancer de bexiga, e em ratos, foi possivel observar a formacgéo de lesbes

na pele®* >,

A metabolizacdo de PPD em humanos e ratos foi estudada, e dois grupos de
pesquisa evidenciaram que a substancia é metabolizada, formando adutos N-acetilados
por meio da acdo da N-acetiltransferase, encontrada em ratos e na pele e figado humanos,
que ocorre no figado e geralmente envolve a acdo do citocromo P450°4%¢57 O
polimorfismo de MnSOD aumenta a toxicidade da parafenilenodiamina, enquanto a acao
de antioxidantes tiol pode reduzi-los>**®. Na literatura, esta bem consolidado que os danos
teciduais causados por xenobidticos estdo relacionados aos metabdlitos reativos e a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), como o radical hidroxila, superdxidos

e peroxido de hidrogénio®*%-6L,

Os anéis aromaticos com animas, chamados fenilenodiaminas (PD), séo
amplamente aplicados em diversos produtos, tornando a exposicdo a estes compostos
quase inevitavel, e afetando cerca de 15 milhdes de pessoas, incluindo consumidores e
trabalhadores que utilizam produtos de tinturas capilares ou de tecidos, ou indiretamente,

através de intermediadores quimicos ou fluidos de revelagdo fotografica?!--"62,

Os rearranjos de grupos nas posi¢oes “orto, meta e para” das fenilenodiaminas
resultam em compostos com diferentes atividades®. Chung e colaboradores conseguiram
analisar quais substituicdes na PPD conseguiam inibir ou reduzir as respostas
mutagénicas do composto®3%4. A metilacio ou substituicio de um grupo nitro por um
amino reduziam a mutagenicidade, enquanto a sulfonacéo, carboxilacéo, desaminacgéo ou

substituicdo de um alcool ou de um grupo amino diminuiam dessa atividade!®54,

O contato da PPD com a pele pode causar irritagdo, ceratoconjuntivite, inchado
das conjuntivas e eczema das palpebras**®°. Em casos de uso prolongado, pode levar a
DAC, fotossensibilizacio, erupgdes plrpuras, mutagenicidade e carcinogenicidade®-¢8,
O primeiro caso documentado de sensibilizacdo pela PPD ocorreu em 1924, quando um

proprietario de saldo de beleza sofreu intoxicaco sistémica apds manusear a tintura®.
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Além dos efeitos locais, existe o risco de toxicidade sistémica devido a rapida absor¢édo
transcutdnea da PPD, podendo desencadear angioedema, disturbios gastrointestinais,
tremores, convulsdes, dispneia, sonoléncia, atrofia hepatica, insuficiéncia renal aguda
com oliguria, anuria e urina escura (marrom chocolate), parada cardiaca e até mesmo a

morte38,

2.3.1 BASE DE BANDROWSKI (BB)

A PPD, ao ser utilizada e entrar em contato com o corpo, pode desencadear
respostas imunologicas tardias, como reacfes de dermatite de contato que resultam em
edema e eritema da pele®®’®. Essas respostas tardias podem estar relacionadas ao
fornecimento de sinais quimicos que promovem a conversdo de células dendriticas
imaturas em células apresentadoras de antigenos maduras e potentes, 0 que estimula as

células T efetoras® 7172,

Um dos motivos pelos quais a PPD pode gerar tantos efeitos no sistema
imunoldgico é sua instabilidade no organismo®". Ela sofre um processo de auto-
oxidagdo que resulta na formacdo de intermediario quinonedimina eletrofilico,
susceptivel a sequenciamentos de autoconjugacdo que formam diversos produtos,
incluindo o dimero difenilamina e o trimero conhecido como base de Bandrowski®® "3, A
BB, N,N-9-bis(4-aminofenil)-2,5-diamino-1,4-quinona-diimina, foi identificada como a
principal responsavel pelo aparecimento da DAC associada ao uso de tinturas contendo
PPD'*"™, Esses sequenciamentos de moléculas podem continuar ocorrendo, levando a

formagc&o do poli-parafenilenodiamina (poli-PPD)"37®,

Os processos de auto-oxidacao da PPD sdo completamente irreversiveis, e estudos
de genotoxicidade in vitro indicaram que, assim como outros compostos da familia das
anilinas, a PPD pode reagir com o DNA e causar quebra das fitas®®’>"""8, Diversos
autores investigaram a relacdo da PPD, seus analogos e as células dendriticas, observando
que essa interacdo resulta no amadurecimento das células, aumento da expressdo de

receptores de superficie celular, sintese de citocinas e ativagio de células T7%-84,

Células dendriticas imaturas, localizadas na pele, ap6s entrarem em contato com
alérgenos tornam-se maturas, assumindo uma funcdo de potentes apresentadoras de
antigenos e sentinelas imunoldgicas®®®. As células dendriticas imaturas apresentam
baixos niveis de CD40, CD80 e CD86 e possuem capacidade limitada de ativar as células

T69887 No entanto, quando maduras, conseguem secretar citocinas, que regulam a
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expressdao de moléculas coestimuladoras, desenvolvendo uma elevada capacidade de

ativar as células®887,

Durante uma reagao imunoldgica, a PPD fornece dois sinais independentes®® 728,
O primeiro € um sinal via Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) de forma
independente da dose, e 0 segundo € um sinal do tipo adjuvante, dependente de dose, que
estimula a ativacéo de células dendriticas®. Quando em concentragdes acima de 2,5 mM,
associadas a morte celular, a PPD consegue estimular a maturacéo de célula dendriticas
por meio da regulagdo positiva de CD8%%98% Em concentragdes maiores que 2,3 mM,
ela induz eventos transducionais, incluindo a fosforilagio de tirosina®®®98, Além disso,
em concentragdes de 200 UM, a PPD estimula significativamente a producéo de CXCLS,
gue € uma quimiotoxina envolvida no recrutamento de CXCR2 e 1 e amplificacdo da

resposta imune®®8L,

2.3.2 ANALOGOS DA PPD
Anélogos da PPD também apresentam efeitos toxicos. Alguns deles estdo listados

a sequir.

A m-parafenilenodiamina (m-PDA) é um componente amplamente utilizado em
tinturas de cabelo devido & sua capacidade antioxidante?**°, Estudos indicaram que os
metabolitos desse composto s30 mutagénicos em Salmonella typhimurium?+%°, Por outro
lado, uma andlise realizada com m-PDA hidrocloro concluiu que ela ndo apresenta
mutagenicidade em ratos machos e fémeas da linhagem HaM/ICR?**°, Nesse estudo, 0
composto foi administrado na ragéo com doses de 1000, 2000 e 4000 mg/Kg?**°.

A N-(1,3-dimetilbutil)-N-fenil-parafenilenodiamina (DMPPD) é um derivado da
fenilenodiamina, comumente utilizado como antioxidante em pneus e para a prevengao
da deterioragéo de borracha®. Assim como a PPD, a DMPPD pode causar efeitos graves,
como a dermatite de contato em humanos, além de efeitos mutagénicos relatados em
estudos prévios®%. O uso de DMPPD na indUstria de pneus esta associado a uma maior
predisposicéo ao desenvolvimento de cancer em trabalhadores que lidam com a borracha

e 0 aumento de aberragdes em cromatides humanas®:%,

2-metoxi-p-fenilenodiamina apresenta efeitos miotdxicos superior ao da PPD,

conforme indicado em diversos estudos*’°%%. Além desse efeito, a substancia é
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conhecida por sua mutagenicidade e por causar quebras na cadeia de DNA em estudos

in vitro*" 9597,

A 1-2-PD (OPD) apresenta potencial cancerigeno e €& um possivel

sensibilizadoré+98-190,

A 1-3-PD (MPD), quando analisada em modelos murinicos (camundongos e
ratos), ndo apresentou efeitos carcinogénicos®*1%1192 No entanto, ao avaliar analogos

cloro-substituidos na posicéo para, foi observado o efeito carcinogénico®0-101:102,

4-cloro-1-2-PD (4-CI-OPD), quando testada em camundongos e ratos,
demonstrou  atividade carcinogénica®>®, Em camundongos, foi observado que o
composto causa tumores no pulmao, na bexiga, na glandula mamaria e na tireoide®”-103104,
Além disso, em bactérias, 0 composto apresenta mutagenicidade e induz a quebra de fitas
de DNA em fibroblastos humanos®/1%31% 4-CI-OPD ¢é amplamente utilizada na sintese
de medicamentos como reagente quimico, e, e em tinturas, é utilizado como corante

intermediario e base oxidatival®.

A dicloridrato de OPD, quando testada em camundongos e ratos demonstrou

atividades carcinogénica®%%,

Assim como outros anadlogos de PPD, a 4-nitro-orto-fenilenodiamina é utilizada
como corante em tinturas capilares semipermanentes e permanentes'®. Estudos avaliaram
a atividade da substancia com a PPD, e indicaram que ela apresenta mutagenicidade em
Salmonella typhimurium (teste de Ames) e no ensaio de linfoma de camundongos
L5178YTK*-67.94104-106  Ouando testada em drosofila e em ensaios de recombinagio
mitdtica de leveduras, os resultados também indicaram genotoxicidade®” 4104106 Algém
disso, a substancia é capaz de induzir aberrages cromossémicas em culturas de células

de mamiferos®6-67:104,

2.4 RESPOSTA IMUNOLOGICA
A dermatite de contato alérgica € um problema significativo na Alemanha,
gerando custos estimados em cerca de 3 bilhdes de euros por ano, esses gastos envolvem
perda de trabalho, cuidados médicos, avaliacdo e medidas de reciclagem®’. A prevaléncia
da DAC varia entre 15,9 e 28%, esse valor varia por depender do método utilizado para

monitorar os casos clinicos!®1%, A DAC nio é desencadeada por proteinas, mas por
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moléculas de baixo peso molecular; assim, a resposta imunoldgica € mediada por
linfocitos T e néo por fatores soroldgicos'®’. Na fase de sensibilidade, o antigeno, de baixo
peso molecular, penetra na pele através das células de Langherans®’ . Essas células
migram para os ganglios linfaticos regionais, onde apresentam o antigeno aos linfocitos
T, formando células sensibilizadas'®’. Quando expostas novamente ao antigeno, essas

células desencadeiam uma reagdo inflamatdrial®’.

ApOls a penetracdo do antigeno na pele, ocorre a liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias, como interleucina-1p (IL-1B) ¢ TNF-a, seguida pela ativa¢ao de outras
moléculas inflamatorias, incluindo interferon-y (IFN-y), IP-10, MIP-2, IL-1a, TL-12, IL-
15 e IL-18, que desempenham papé€is importantes na amplificacdo da resposta imune
local®s107110111 - TNF-B, por sua vez, promove o desprendimento das células de
Langerhans da epiderme, reduzindo a expressdo de moléculas de ades&o'?’. Por meio da
acdo de enzimas como a metaloproteinase 1X, esses células atravessam a membrana basal
e migram para os ganglios linfaticos, onde apresentam o antigeno aos linfocitos T, com
auxilio da I1L-12 sintetizada pelas células dendriticas®’. Apds a exposicéo a alergénicos,
o0s queratindcitos e células de Langherans produzem citocinas pro-inflamatérias como IL-
6, IL-1B e TNF-a, que desencadeiam a fase aguda da resposta inflamatoria, recrutando

neutréfilos e promovendo a producéo de proteinas®’'2,

Clones de células T com diferentes fungbes sdo ativados, incluindo linfécitos T
CD8+ TC1 e CD4+ TH2!%7. Os CD8+ sintetizam interferons, enquanto os CD4+
produzem principalmente 1L-10'%7. A IL-10 desempenha um papel regulador na DAC,
mediando fatores que permitem a penetracdo dos linfocitos T na pele e a ativacdo de
moléculas de adesdo®'!., Uma vez na pele, os linfocitos T iniciam a reacéo
inflamatorial®”*1, Nesta cascata, moléculas de adesdo, como LFA-1, CD18, ICAM1 e
quimiotoxinas, tém papel central na distribuicdo de proteinas nos 6rgéos linfaticos e na

ativacdo de células dendriticas, monocitos e eosindfilost®”11,

Os linfdcitos T destroem queratindcitos por apoptose, resultando no eczema tipico
da DACY"!3 Os subtipos de linfocitos T apresentam efeitos fisiopatologicos
distintos?’. As células CD4+ com padrdo TC1 podem induzir apoptose em linfocitos B e
queratindcitos, enquanto as TH2 desencadeiam apoptose apenas em linfécitos B , por
meio da liberagio de fatores IL-4 e perfurinal®. Os linfocitos CD8+ exercem efeitos
citotoxicos sobre queratinocitos e possuem atividade imunomoduladora semelhante aos

CD4+107,113—115
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Outra observacdo importante € o papel do aumento da ligacdo de interferon-p e
interleucina 4%, Niveis elevados de IL-4 estdo associados a respostas mais brandas na

DAC, enquanto os niveis elevados de interferon intensificam a reagdo?”:16,

Além disso, a DAC pode ser induzida por mecanismo de tolerancia especifical®’.
Estudos em camundongos demonstraram que o sulfato de niquel pode induzir tolerancia,

levantando questdes sobre a possibilidade desse mecanismo ocorrer em humanos*?’,

Considerando a PPD, além dos efeitos que a molécula pode causar no organismo,
reagbes cruzadas com medicamentos também podem acontecer, como é caso de
sulfonamidas e esterocainas®®’. A PPD é metabolizada na pele por auto-oxidagao ou por
enzimas mediadoras de oxidacdo ou acetilacio'®’. A via de acetilacio envolve a N-
acetiltransferase 1, presente na pele, e resulta em metabdlitos incapazes de ativar
linfécitos T, promovendo a desintoxicagdo da PPD 17,

Em culturas de queratindcitos, a PPD demonstrou estimular a proliferacdo e a
expressdo da molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) em concentracdes
relativamente baixas (até 10 pg/mL) e exposigdes curtas, de até oito horas''’1!8, Esse
efeito pode ser atribuido a geracdo de espécies reativas de oxigénio durante sua auto-

oxidagao no meio de cultura'’118,

2.5 SENSIBILIZACAO CRUZADA
A sensibilizacdo cruzada ocorre quando uma reacdo alérgica do mesmo tipo é
desencadeada por um composto primario e por um composto secundario®®. A avaliacio
detalhada da sensibilizacdo cruzadas de multiplos compostos se torna essencial, uma vez
que os seres humanos frequentemente utilizam diversos compostos em sua rotina diaria,
o0 que dificulta a identificacdo precisa da substancia responsavel por uma reacao alérgica

especifica®®.

Uma das maneiras de avaliar a sensibilizacdo cruzada é por meio de estudos in
vivo e clinicos, os quais utilizam diferentes testes adaptados a cada modelo*'**?!, Para a
andlise in vivo, sdo empregados dois ensaios principais: o teste de otimizacéo e o teste de
maximizagdo em animais '**2*, No ambito clinico, o teste de contato é amplamente
utilizado para avaliar a sensibilizacdo cruzada em humanos, permitindo uma abordagem

mais especifica para cada tipo de exposicdo****4.,
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Estudos indicam que os testes realizados in vivo apresentam varias dificuldades
que podem comprometer a interpretacdo dos resultados!'®. O primeiro problema é a
subjetividade na interpretacéo, que pode levar a resultados inconsistentes!!®. O segundo
é a dificuldade em distinguir uma reacdo alérgica especifica de uma reacao inespecifica
ou irritante!’®, O terceiro problema é a limitacdo de aplicar diversos compostos ou
produtos quimicos em um Unico sujeito!®. Por fim, o quarto problema é que o teste de
contato alérgico pode aumentar a sensibilizacéo cutdnea ou agravar a dermatite de contato

em casos ja existentes1%12,

Diante disso, 0 objetivo desta revisdo sistematica foi avaliar dados publicados
sobre as reacOes adversas associadas ao seu uso de PPD, incluindo as relacionadas a
produtos cosméticos, por consumo ou exposicao ocupacional, e de experimentos que a
utilizam como indutor de sensibilizacdo alérgica e elicitacdo de DAC. A anélise
investigou se a concentragdo de 6% ** atualmente permitida pela ANVISA em tinturas
capilares estd associada a casos de toxicidade, com bases em dados de estudos pré-
clinicos (in vivo e in vitro) e clinicos (ensaios clinicos ndo randomizados) encontrados na

literatura.

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
Este trabalho teve como objetivo avaliar dados da literatura, de estudos in vivo, in

vitro e ensaios clinicos, que descrevessem os efeitos toxicos da parafenilenodiamina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para alcancar o objetivo principal deste trabalho, os objetivos especificos foram:

i) reunir e analisar dados sobre os efeitos toxicos atribuidos a parafenilenodiamina

descritos na literatura;

il) buscar quais efeitos adversos ja relatados foram relacionados ao uso de

cosméticos que continham PPD.
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4 METODOLOGIA
41 PROTOCOLO E REGISTRO
A presente revisdo sistematica (RS) foi elaborada, conduzida e relatada por meio
dos paréametros estabelecidos nas diretrizes do PRISMA 2020. O PRISMA (Preferred
Reporting Items for Systematic reviews and Meta-Analyses) consiste em um checklist
produzido para auxiliar revisores no processo de escrita de forma clara, os objetivos, a
metodologia e os resultados encontrados durantes as buscas para a construcao de revisoes

sistematicas e meta-analises'®.

O protocolo de revisao referente a avaliagdo da seguranca de uso de PPD em
produtos cosméticos de estudos clinicos foi registrado na base de dados PROSPERO
(International Prospective Register of Systematic Review) com o numero de registro
CRD42024583665. O protocolo, de mesmo titulo, referente aos estudos in vitro e in vivo
ainda esté sob analise na base de dados com o nimero de registro 579137. O PROSPERO
¢ uma base de dados internacional de acesso aberto de registros prospectivos de
protocolos de revisdes sistematicas nas areas de saude, saude publica, educacéo,
criminalidade, justica, assisténcia social, e desenvolvimento internacional, com a
condicdo de que o desfecho da pergunta de pesquisa esteja relacionado a satde'?*. O
registro na base de dados reduz as chances de viés de comunicagdo, duplicacdo de
revisdes sistematicas, além de permitir a comparacgéo de revisdes concluidas por meio do

protocolo*?,

42 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Artigos que avaliavam a toxicidade de uso de parafenilenodiamina (PPD) em
produtos cosméticos em ensaio clinicos, estudos in vivo e in vitro, foram selecionados
para essa RS conforme a pergunta de pesquisa: Quais sdo os efeitos toxicos descritos para
a parafenilenodiamina em células, modelos animais e em ensaios clinicos, considerando
parametros de toxicidade, inflamacdo, dermatite atOpica e outras potenciais reacoes
adversas? Para otimizar a pesquisa dos dados, foi utilizado o acronimo PICO (Populacéo,
Intervencdo, Comparador e Outcome/Desfecho), a partir do qual foram definidas as

palavras-chaves a serem utilizadas na estratégia de busca, como descrito abaixo:
Para estudos in vitro e in vivo
P (populacdo): Células ou modelos animais;
| (intervencdo): Tratamento da célula e animais com a PPD;
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C (comparador): Células e animais ndo tratados ou tratados com substancia

controle;

O (outcomes/desfechos): Desfecho priméario - toxicidade da PPD. Desfechos
secundarios — inflamacdo (modulagdo das vias inflamatdrias); dermatite atopica;
hipertricose; desenvolvimento de cancer por meio de ativacao das vias pré-inflamatorias;
danos oxidativos ao DNA; dano lipoperoxidativo em células; efeitos mutagénicos; efeitos
genotoxicos; inducdo de morte celular por meio de ativacdo de interleucinas; reducédo da

viabilidade celular.
Para estudos clinicos
P (populacéo): Humanos de qualquer idade;
| (intervencdo): Uso de produtos contendo PPD ou testes com PPD;

C (comparador): Grupos controle (ndo tratados ou tratados com substancia

controle);

O (outcomes/desfechos): Desfecho primario - toxicidade de uso da PPD.
Desfechos secundérios —inflamag&o, dermatite atopica, hipertricose.

Os termos DeCS/MeSH selecionados para a busca foram: PPD,
Paraphenylenediamine, cosmetic, toxicity, tattoo, henna, in vivo e in vitro. A Tabela 1 do
Anexo 1 mostra a combinacgdo desses termos e a quantidade de artigos encontrados em

cada base de dados.

4.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO
Os estudos foram excluidos pelos seguintes motivos: (1) estudos publicados em
idiomas que utilizavam alfabeto diferente do romano; (2) estudos que ndo se encaixavam
na estratégia PICO; (3) revis@es da literatura, cartas, resumos de congressos, capitulos de
livros e opiniGes pessoais; (4) estudos cuja copia completa do artigo ndo estava
disponivel; (5) relato de caso, série de caso, estudos prospectivos e estudos transversais;
(6) estudos que utilizavam a PPD para tratamento de alguma doenga, com efeito

farmacoldgico.

44 FONTES DE INFORMACAO E ESTRATEGIAS DE BUSCA
A busca na base de dados foi realizada em 21 de agosto de 2023 e atualizada no

dia 21 de junho de 2024, nas bases de dados Pubmed, Embase, Scopus, Lilacs e Medline,
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e a literatura cinza foi pesquisada no Google Scholar. Houve a limitacdo de tipo de
estudos, sendo incluso apenas estudos experimentais in vivo e in vitro e estudos clinicos
que descreviam os efeitos toxicos da parafenilenodiamina e que evidenciavam os métodos
de desintoxicacdo da PPD. Para a pesquisa ndo houve limitacdo de data de estudo, sendo
incluidos todos os estudos que apareceram nas buscas, exceto na literatura cinzenta que

foi estabelecido a selecdo dos estudos até a décima pagina de busca.

45 SELECAO DE ESTUDOS
A selecdo dos estudos foi realizada em duas fases. Na primeira fase, duas revisoras
(Kimberly Kefanny Batista Miranda e Hanna Santana de Almeida), utilizando o Rayyan,
avaliaram de forma independe os titulos e resumos de todos os estudos adicionados ao
aplicativo que foram encontrados nos bancos de dados por meio das estratégias de buscas.
Ao final da leitura dessa etapa, foram discutidas as divergéncias, até o acordo mutuo entre
as revisoras. Os estudos que ndo estavam em conformidade com o0s critérios de

elegibilidade foram excluidos no processo de selecdo de dados.

Na segunda fase, os artigos aprovados na primeira fase foram lidos na integra para
realizar a confirmacao da sua elegibilidade. As mesmas duas revisoras realizaram a leitura
na integra dos artigos de forma independente. Ao final da leitura dos artigos, foram

discutidas as divergéncias, até o acordo mutuo entre as revisoras.

46 PROCESSO DE COLETA DE DADOS
A extracdo de dados foi realizada por uma revisora (Kimberly Kefanny Batista
Miranda) e os dados coletados foram revisados por uma segunda revisora (Hanna Santana
de Almeida). A coleta de dados foi realizada com auxilio de uma planilha elaborada para
esta RS. Os dados extraidos dos artigos elegiveis incluiram os nomes dos autores, 0 ano
de publicacdo, o pais, as caracteristicas da populacdo/grupo estudado, tipo do estudo
(ensaio clinico, in vitro ou in vivo), o que foi analisado, quantidade de PPD e maneira na

qual foi usada, métodos usados para a anélise, principais achados e a concluséo do artigo.

4.7 RISCO DE VIES E AVALIACAO DA QUALIDADE DOS ESTUDOS

Na etapa de analise do risco de viés, os artigos foram avaliados quanto aos
métodos de randomizacdo, alocacdo, tratamento, intervengdo, cegamento, meétodos
utilizados para testes, descricdo dos métodos, identificacdo do tipo de estudo e aprovacgéo
ética para estudo pelos comités de ética. A avaliacdo foi feita para todos os estudos

selecionados para a revisdo sistematica. A ferramenta ROBINS-I (Risk of Bias in Non-

39



randomized Studies of Intervention) da Cochrane foi utilizada para estudos clinicos nao
randomizados'?®. Os critérios do SYRCLE’s (Systematic Review Centre for Laboratory
Animal Experimentation)!? foram aplicados para estudos in vivo, e a lista de verificagéo
QUIN TOOL (Quality Assessment Tool For In vitro Studies)*?’ foi usada para estudos in
vitro. Ambas as revisoras conduziram a avaliacao do risco de Vviés e, em caso de empate,

a coordenadora (Maria de Fatima Borin) tomou a decisao.

4.7.1 ENSAIOS CLINICOS
A ferramenta ROBINS-1 é indicada pela Cochrane para a analise do risco de Vviés
de estudos clinicos ndo randomizados!®®. A ferramenta consiste em sete dominios de
avaliacdo, e cada um deles é guiado por perguntas que podem ser respondidas como sim
(YY), provavelmente sim (PY), ndo (N), provavelmente ndo (PN), sem informacéo (NI) ou
n&o se aplica (NA)'?°. A partir da avaliacio de cada pergunta no dominio, obtém-se uma
visdo geral do risco de viés daquele dominio'?®. Cada dominio pode ser pontuado como

de baixo risco, risco moderado, risco sério e risco critico?.

O primeiro dominio € utilizado para a analise do risco de viés devido a confusdo
do efeito da intervencdo!®. No segundo dominio, ¢ avaliado o viés na selecdo de

participantes para o estudo'?,

No terceiro dominio é avaliado o viés de classificacdo das intervengdes?®, no
quarto dominio é avaliado o viés devido a desvios das intervencdes pretendidas, no quinto
dominio € avaliado o viés a dados faltantes, no sexto dominio é avaliado o viés na medicéo
dos desfechos, no sétimo e tltimo dominio é avaliado o viés na selecdo dos resultados*?®.
Para cada dominio ha um grupo de perguntas especificas a serem respondidas, que estdo
descritas no Anexo 4.

Apds a resposta de todos esses itens, foi gerada uma tabela contendo apenas a
resposta final de cada dominio. Essa tabela foi adicionada ao site robvis, que € uma

ferramenta que cria figuras de avaliacdo de risco de viés!?,

4.7.2 ESTUDOS IN VIVO
Para os estudos in vivo, foi realizada a andlise do risco de viés utilizando o
checklist do SYRCLE!?®, Nessa ferramenta, o risco de viés ¢ avaliado a partir da analise

de seis dominios. Cada dominio pode ser respondido como Sim, N&o ou Incerto*?.
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No primeiro dominio avalia-se o risco de viés de selecdo dos animais, por meio
de trés questdes de sinalizagdo (QS1, QS2 e QS3) 126, A QS1 busca determinar se a
sequéncia de alocagdo foi gerada e aplicada adequadamente!?®. Ha uma subpergunta que
investiga se 0s pesquisadores descreveram um componente aleatdrio no processo de

geracio de sequéncial?®

. A QS2 questiona se 0s grupos eram semelhantes na linha de base
ou foram ajustados para fatores de confusdo na analise'?°. Este questionamento é feito por
meio de trés subperguntas: a distribuicdo das caracteristicas relevantes da linha de base
foi balanceada para os grupos de intervencéo e controle? Se relevante, os pesquisadores
ajustaram adequadamente para distribuicdo desigual de algumas caracteristicas relevantes
da linha de base na analise? O momento da inducéo da doenca foi adequado? 2. Por fim,
a QS3 avalia se a alocacdo para os diferentes grupos foi adequadamente ocultada durante
0 estudo®?®, Isso ¢ investigado por meio de uma subpergunta que verifica se o investigador
responsavel pela alocacao dos animais nos grupos de intervencdo ou controle ndo poderia
prever a designacéo deles, seja por meio de codificacdo dos grupos, randomizagao ou uso

de envelopes opacos, sequencialmente numerados e lacrados!?,

No segundo dominio avalia-se o risco de viés de desempenho dos animais, por
meio de duas questdes de sinalizacdo (QS4 e QS5) 2°. A QS4 busca determinar se 0s
animais foram alojados aleatoriamente durante o experimento??®. Ha4 uma subpergunta
que investiga se os autores colocaram aleatoriamente as gaiolas ou 0s animais dentro da
sala/instalacdo dos animais®?. A QS5 questiona se os cuidadores e pesquisadores foram
cegados do conhecimento de qual intervencdo cada animal recebeu durante o
experimento’?®. Este questionamento é feito por meio de uma subpergunta que busca
avaliar se o cegamento dos cuidadores e pesquisadores foi garantido, e se era improvavel

que tivesse sido comprometido*?.

No terceiro dominio avalia-se o risco de viés de detecgdo das intervencoes, por
meio de duas questdes de sinalizacdo (QS6 e QS7)'%. A QS6 busca determinar se 0s
animais foram selecionados aleatoriamente para avaliagdo de resultado'?®. H4 uma
subpergunta que investiga se 0s pesquisadores escolheram aleatoriamente um animal
durante a avaliacdo de resultados ou usaram um componente aleatério na geracdo de
sequéncia para avaliacdo de resultados'?®. A QS7 questiona se o avaliador de resultados
fez a anélise a cego'?®. Este questionamento é feito por meio de uma subpergunta que visa
identificar se o cegamento do avaliador foi garantido e se era improvavel que o cegamento

pudesse ter sido comprometido??®.

41



No quarto dominio avalia-se o risco devido a dados ausentes?®, Isso é abordado
por meio de uma Unica questdo de sinalizacdo (QS8), que investiga se os dados de
resultados incompletos foram abordados adequadamente!?®. Para isso, sdo feitas quatro
subperguntas norteadoras: Todos os animais foram incluidos na analise? Os motivos para
dados de resultados ausentes provavelmente ndo estavam relacionados ao resultado
verdadeiro? Os dados de resultados ausentes sdo equilibrados em nimeros entre 0s grupos
de intervencdo, com motivos semelhantes para dados ausentes entre os grupos? Os dados

de resultados ausentes s&o imputados usando métodos apropriados? 126,

No quinto dominio avalia-se o risco devido a relatos seletivos'?®. Isso é abordado
por meio de uma Unica questdo de sinalizacdo (QS9), que investiga se os relatorios do
estudo estdo livres de resultados seletivos'?. Para isso, sdo feitas duas perguntas: a
primeira pergunta verifica se o protocolo do estudo estava disponivel e se todos os
desfechos primarios e secundarios pré-especificados foram relatados no manuscrito
atual'?. A segunda pergunta investiga se, caso o protocolo néo estivesse disponivel, ficou
claro que o relatdrio publicado incluiu todos os desfechos esperados, comparando as

secOes de métodos e resultados %8 .

Por fim, o Gltimo dominio, busca avaliar outros possiveis riscos de viés'?®. Isso é
abordado por meio de uma unica questdo de sinalizacdo (QS10), que investiga se 0 estudo
estava aparentemente livre de outros problemas que poderiam resultar em alto risco de
viés!?®, Para essa avaliagdo, sdo feitas cinco subperguntas: O estudo estava livre de
contaminacdo, como o0 agrupamento de medicamentos? O estudo estava livre de
influéncia inadequada de financiadores? O estudo estava livre de erros de unidade de
analise? Os riscos de viés especificos do projeto estavam ausentes? Novos animais foram
adicionados aos grupos controle e experimental para substituir os que desistiram da

populacéo original? 126,

O artigo que descrevia a presente ferramenta ndo apresentava um calculo para
realizar a separacao de baixo, medio e alto risco de vies. Dessa maneira, apos a avaliacao
de cada dominio, foi feita uma adaptacdo do método e foi criada uma formula para poder
quantificar os resultados do risco de viés. Caso o resultado fosse maior que 70% o estudo
foi classificado como baixo risco de viés. Resultados entre 50 e 70% foram considerados
como estudos de médio risco e viés, e aqueles com pontuacédo inferior a 50% foram

classificados como de alto risco de viés. A formula utilizada para o célculo foi a seguinte:
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(Total da pontuagdo x 100)

Pontuacao final =
cao f (nimero de critérios aplicados)

Apols a analise desses dominios, foi criada uma tabela contendo apenas as
respostas das perguntas principais de cada dominio. Com base nessa tabela, foi gerado

um gréafico para comparacao das respostas de cada artigo em seus respectivos dominios.

4.7.3 ESTUDOS IN VITRO
Para os estudos in vitro, foi realizada a analise do risco de viés utilizando o
checklist QUIN TOOL%. Nesta ferramenta, o risco de viés é avaliado a partir de doze
dominios?’. Cada um pode ser pontuado como “adequadamente especificado” (2 pontos),
“inadequadamente especificado” (1 ponto), “ndo especificado” (0 ponto) ou “ndo se

aplica” (-)!?". Cada pergunta apresenta pontos norteadores para auxiliar nas resposta 7.

Os dominios avaliam se os artigos relatam objetivos claramente declarados,
explicacdo detalhada do célculo do tamanho da amostra, explicacdo detalhada da técnica
de amostragem, detalhes do grupo de comparacao, explicacdo detalhada da metodologia,
detalhes do operador, randomizagdo, método de medicdo dos desfechos, detalhes do
avaliador de desfechos, cegamento, analise estatistica, e apresentacao dos resultados, em
que todos os dados devem ser adequadamente tabulados, com os dados de linha de base

claramente especificados'?’.

Apos a avaliagdo de cada dominio, feita de acordo com as especifica¢des descritas
no artigo, foi realizado o célculo para estabelecer qual é a pontuacéo final do risco de
viés'?’, Caso o resultado seja maior que 70% o estudo é classificado como baixo risco de
viés. Resultados entre 50 e 70% apresentam estudos de médio risco e viés. Aqueles com
pontuacdo inferior a 50% séo classificados como alto risco de vies. A formula utilizada

para o célculo é a seguinte:

Total da pontuacdo x 100
Nota Final = ( b ¢ )

( 2x nimero de critérios aplicados)

Apbs a andlise desses dominios, foi criada uma tabela contendo apenas as
respostas das perguntas principais de cada dominio*?’. Com base nessa tabela, foi gerado
um grafico que permitiu a comparacdo das respostas de cada artigo em seus respectivos

dominios.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDOS SELECIONADOS
Nessa etapa, o diagrama de fluxo PRISMA 2020 foi utilizado para demonstrar o
processo sistematico da busca e elegibilidade dos artigos (Figura 1)'?%. Foram
identificados 2.463 resumos nas bases de dados eletrénicas (PUBMED, Embase, Scopus,
Lilacs, Medline) somados com a literatura cinzenta (Google Scholar). Para a pesquisa ndo
foi utilizado o filtro de limite de tempo, apenas se os estudos apresentavam efeitos toxicos
da PPD. Apos a remocao das duplicatas restaram 1.120 artigos, e com esse numero foi
realizada a Fase 1 da selecdo, leitura de titulos e resumos. Nesta fase, 978 artigos foram
excluidos e 142 seguiram para a Fase 2, de leitura na integra dos artigos. Seis artigos nao
foram encontrados para leitura na integra, apesar das buscas no ResearchGate, através
do servico COMUT da Biblioteca Central da Universidade de Brasilia e tentativas de
contato direto com os pesquisadores por e-mail. Apos a analise de cada artigo, 90 artigos
foram eleitos para esta sintese descritiva e 52 foram excluidos, como descrito no

fluxograma abaixo.

Os 90 artigos incluidos nesta sintese descritiva 4 estudos eram ensaios clinicos
néO randomizados 128—1311 27 eram EStUdOS in ViVol,21,25,26,38410,45,47,54,65,68,74,100,104,112,119,132—
141 46 eram estudos in Vitr016,18,30,34,36,53,56,64,69,73,75,79,117,118,142—171 11 eram in ViVO e in

vitro®7172-181 9 aram ensaios clinicos ndo randomizados e in vitro!82183,
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| Identificacio de novos estudos através das bases de dados e recistros | | Identificacio de noves estudos por outros métodos

Busca nas bases de dados: 2463
] Tubmed {1 = 388) Literatara cinzenta {n = 300}
S Embase (n=1367) Artigos exchidos Google Scholar 1 (n=150%
% Scopus (a=163) T—* | Remogio de duplicatas pelo Rayyan |4 Google Scholar 2 (n=130).
g Lilars inglés (n =0} (n=1343) .
2 Lilacs pormzuds (n=0} Oniros registro: (B =0) L
= Medline inglés (n=163) Eusca mannzl da litas de referéacia (o= 07;
Medline pormuzués (n="50) / Tdantificagio de espacialistas (o= 0]
&fﬁ’sz“ﬁ‘m‘ —— | Artigos exchuidas (n=272)
Eusca de antigos para recuperacio »| Artizos ndo recuperados
E n=142) m=6
2 ]
Artizes exchudos (n= 46)
Artizos acessados para elezibilidads - Fesumo publicado em consresso (o = §};
(n=136) Fevisio da literanmra (n = 2);
Wio avalisvan 2 PPD mas sim outros compostas (1= 3);
Esmidos gue ndo eram os estabalacides no PICO (n=13);
Feultados que nio apresentava dados para a FPD (o= 13);
Win foram possiieis ssociar os resultzdos descrites 2 FPD (n=2;
Fesultzdos de metsbolizme da FPD @ nio efeites taxicos (n="T7).
Ensaios climicos nio randomizados (n =4);
& Estudos i vive (n = 27);
] Estudaos i vitre (n = 46);
% Eztudos 7 vive & fvime (= 11J;
A Enzaios chinicos n#o randomizados e esmdos in
vine (=21

Figura 1. Fluxograma do resumo do processo de triagem dos artigos selecionados para esta reviséo.
Adaptado do PRISMA 202023,

52 CARACTERISTICA DOS ESTUDOS

Os estudos incluidos na revisao foram publicados em inglés, e os paises dos
estudos incluidos na pesquisa foram Emirados arabes (1)*4!, Espanha (1)*74, Ird (2)'6817°,
Malasia (1)'%2, Suica (1), Suécia (1)*7, Brasil (2)°°1%°, Nigéria (1)!%, Portugal (1)*4,
Paises Baixos (1)1, Alemanha (7)13L145.150155,160171,183  Francy (5)5680.14615L176  Egitg
(1)®,  Marrocos (1), Bélgica (1),  ltalia  (4)11718129149 Japdo
(9)100.119.132,138, 140153167, 171178 Dyinamarca (4)85112173.182, Tailandia (2)3"1%, Coreia do Sul
(5)54,164,166,179,1841 EStadOS UnidOS (12)21,30,104,134,136—138,144,152,165,177’ Nova Zeléndia (2)51,52,
india (9)25263945536874142159  Arghia Saudita (2)%°, Inglaterra (6)%7%128136.158175

Taiwan (5)16:3464143.163 o Ching (3)%:180181 (Figura 2).

45



Figura 2. Quantidade de artigos publicados por pais no estudo realizado.

53 CARACTERISTICA DOS ENSAIOS PRE-CLINICOS INCLUIDOS NA
REVISAO

5.3.1 ESTUDOS IN VIVO
Os efeitos toxicos da PPD descritos nos estudos in vivo estdo apresentados na
Tabela 1.
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Tabela 1. Efeitos relatados para a PPD em estudos in vivo (continua).

Estudos in vivo

Modelo Animal

EFEITOS DESCRITOS

REFERENCIA

Coelhos albinos da Nova
Zelandia

Levemente irritante

Aparecimento de eritema

Lloyo et al., 19771%

Pelo dos animais adquiriu coloracdo preta apds a primeira aplicacdo

Na semana 8 o pelo se mostrou seco e podia ser facilmente separado do couro cabeludo

Presenca de alopecia nas costas e cabeca (a partir da semana 16)

Sensibilidade da pele com hiperemia irregular e surgimento excessivo de crosta (semana 20)

Sinais de desconforto, comportamento irritado e perda de peso (reducdo na ingestdo da dieta)

Wadaan et al., 2005*

Ratos linhagem CFY

Letargia

Pieloerecdo

Aumento da salivacdo

Ataxia

Tremores corporais finos

Alteracdo na frequéncia respiratoria

Alteracéo na diurese

Diarréia

Escurecimento do figado

Escurecimento dos rins

Escurecimento ou palidez do bago

Hemorragia nos pulmdes

Hemorragia no intestino

Lloyo etal., 1977 1%

Ratos Charles River

Aumento de peso

El-Amin et al., 201440

Dose letal mediana (LD50) de 28 mg/kg

Reducéo da fertilidade

Mortes na dose de 5 g/kg

Burnett et al., 19772

Ratos F344

Retardamento no ganho de peso

Hagiwara et al., 1990%%2
Katsumi et al., 1982100

Presenca de degeneracéo gordurosa do figado

Maior incidéncia de feocromocitomas da glandula adrenal

Katsumi et al., 1982100

Aumento do peso do figado

Hagiwara et al., 1990 %2
Katsumi et al., 1982100

Aumento do peso do rim

Reducdo do peso médio do baco

Katsumi et al., 1982100

Legenda: LD50 — dose letal mediana.
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Tabela 1 — Efeitos relatados para a PPD em estudos in vivo (continuacao).

Estudos in vivo

Modelo Animal

EFEITOS DESCRITOS

REFERENCIA

Ratos Sprague-Dawley

Necrose coagulativa centrolobular

Bharali et al., 20092

Necrose tubular

Bharali et al., 201274

Necrose periportal grave na dose de 1mg/kg

Bharali et al., 200926

Deposicdo fibrinosa no parénquima hepatico

Bharali et al., 200926

Deposicdo fibrinosa na regido basal dos tibulos seminiferos

Bharali et al., 2012%

Degeneracéo hidrépica de hepatécitos

Bharali et al., 200926

Inflamagcdo tubular intersticial

Bharali et al., 201274

Inflamacdo periportal na dose de 1mg/kg

Bharali et al., 20092

Infiltracéo de leucdcitos

Bharali et al., 201274
Bharali et al., 20092

Presenca de linfocitose

Presenca de leucocitose

Bharali et al., 2012%°

Presenca de caracteristicas morfoldgicas apoptética no epitélio seminifero quando tratados com 2 e 3mg/kg

Presenca de descamacéo de células germinativas no limen dos tlbulos seminiferos

Bharali et al., 2012%

Hemorragia extensa no tecido hepatico

Bharali et al., 200926

Edema dos tecidos intersticiais

Bharali et al., 20122

Aumento do peso do figado

Bharali et al., 200928

Aumento da proliferacdo de células B

Bharali et al., 201239

Aumento do acumulo de neutréfilos no parénquima hepético

Bharali et al., 20092

Aumento da lipoperoxidacdo

Lee et al., 2008%*

Aumento da taxa de peroxidacéo lipidica no tecido testicular

Bharali et al., 20122

Aumento de reticuldcitos nas doses de 2 e 3 mg/kg

Aumento da creatinina sérica

Aumento da creatinina fosfoquinase

Bharali et al., 201274

Aumento dos niveis de alanina aminotransferase

Aumento dos niveis de aspartato aminotransferase

Aumento dos niveis de fosfatase alcalina

Aumento de hemoglobina nas doses de 3 mg/kg

Bharali et al., 20092

Aumento da porcentagem de morfologia anormal dos espermatozoides nas doses de 2 e 3mg/kg

Aumento de células apoptéticas nos tlbulos seminiferos

Retencdo de espermatides

Bharali et al., 20122

Reducdo do volume corpuscular médio na dose de 3 mg/kg

Reducdo do tamanho da hemoglobina

Bharali et al., 201274
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Tabela 1 — Efeitos relatados para a PPD em estudos in vivo (continuacao).

Estudos in vivo

Modelo Animal

EFEITOS DESCRITOS

REFERENCIA

Ratos Sprague-Dawley

Reducéo dos glébulos vermelhos na dose de 3 mg/kg

Bharali et al., 2012 3°

Reducdo dose-dependente na concentragdo de espermatozoides nas caudas dos epididimos

Reducdo da populacéo de células germinativas no epitélio seminifero quando tratados com 2 e 3 mg/Kg

Bharali et al., 2011%

Ratas Sprague-Dawley

Necrose do gastrocnémio a 200 mmol/kg/dia

Necrose do diafragma a 200 mmol/kg/dia

Necrose da lingua 200 mmol/kg/dia

Fracdo de DD foi de 0,099 + 0,02

ODC foi de 7,86 + 3,3

ALT (IU/L) foi de 14,1 £ 1,9

P450 (nmoles/qg) foi de 2,16 £ 0,21

Munday et al., 19994
Kitchin et al., 1993134

Ratos Wistar

Edema na cabeca com uso de 20 mg/kg

Edema no pescoco com uso de 20 mg/kg

Edema na faringe com uso de 20 mg/kg

Fragueza com uso de 10 e 30 mg/kg

Alopecia com uso de 30 mg/kg

Dificuldade respiratéria com uso de 30 mg/kg

Convulsdo com uso de 30 mg/kg

Sinais de anemia

El-Amin et al., 201440

Tumores da glandula maméria (fémeas)

Tumores de tecido mole (fémeas)

Tumores no Utero (fémeas)

Fibromatose de tecidos moles

Rojanapo et al., 1986°%7

Afinamento do epitélio da pele

Distorcdo no arranjo das células epiteliais tubulares renais

Distorc¢do no arranjo dos hepatdcitos no figado

Jen et al., 2023133

Danos das células alveolares

Danos nos rins

Danos nos hepatécitos

Arafaet al., 2020141

Infiltracéo de células inflamatdrias no tecido hepatico

Jen et al., 2023%

Concentracdo de 1C50 de 100 uM

Seydi et al., 2018168

Presenca de atividade deprimida nas concentracdes de 10 e 20 mg/kg

Presenca de mioglobindria nas concentragdes de 10 e 20 mg/kg

de Mas et al., 201717

Presenca de danos na traqueia (dose-dependente)

Arafa et al., 2020141

Legenda: IC50 — concentragdo inibitdria 50. ODC - ornitina descarboxilase hepatica. ALT - alanina aminotransferase sérica. DD - DNA eluido
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Tabela 1 — Efeitos relatados para a PPD em estudos in vivo (continuacao).

Estudos in vivo

Modelo Animal

EFEITOS DESCRITOS

REFERENCIA

Ratos Wistar

Aumento de transaminase oxalacética

El-Amin et al., 2014 4°

Aumento de alanina aminotransferase

El-Amin et al., 2014 4°
de Mas et al., 2017 174
Arafa et al., 2020141

Aumento de asparato aminotransferase

de Mas et al., 2017174
Arafa et al., 2020141

Aumento de lactate desidrogenase

de Mas et al., 2017 174

Aumento de fosfatase alcalina

Aumento da glicose sanguinea (dose-dependente)

Aumento de plaguetas

Aumento de linfécitos

El-Amin et al., 2014 40

Aumento da creatina quinase

de Mas et al., 201717
Arafa et al., 2020141

Aumento da atividade de creatina

Aumento da atividade de creatinofosfoguinase Fracdo MB

Aumento da bilirrubina

Aumento da ureia no soro

Aumento do tamanho do pulméo e figado

Aumento da taxa de mortalidade

Arafa et al., 2020141

Diminuicdo proteinas plasméticas totais

Diminuicéo de albumina

Diminuicdo de colesterol

Diminuicdo de hemoglobina

Diminuicdo de contagem de glébulos vermelhos

Diminuicéo do volume globular

Diminuicéo de contagem total de glébulos vermelhos

Diminuicdo de hemoglobina corpuscular média

Diminuicéo de volume corpuscular médio

El-Amin et al., 2014 40

Reducdo da quantidade de fibras de colageno na derme

Jen et al., 20233

Reducdo da viabilidade celular (exceto em 5 pM)

Seydi et al., 201868

Reducdo dos glébulos vermelhos na dose de 3mg/kg

El-Amin et al., 2014 %0
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Tabela 1 — Efeitos relatados para a PPD em estudos in vivo (continuacao).

Estudos in vivo

Modelo Animal

EFEITOS DESCRITOS

REFERENCIA

Ratos albinos

Aumento de alteracfes patoldgicas no pancreas

Presenca de inflamacéo crdnica dose-dependente no figado

Presenca de inflamacdo cronica intersticial no rim

Presenca de inflamacdo crdnica no coragdo

Aumento de alanina aminotransferase

Aumento de aspartato aminotransferase

Aumento de fosfatase alcalina

Aumento dos niveis de creatinina nos rins

Aumento dos niveis de ureia nos rins

Abd-ElZaher et al., 201238

Porquinhos-da-india

Hiperqueratose ap6s 24 horas de exposicdo

Viswanathan et al., 198568

Aumento da fosfatase acida

Aumento da tirosinase

Aumento da peroxidacdo lipidica

Mathur et al., 19954

Aumento da histamina

Mathur et al., 1995°
Viswanathan et al., 198568

Aumento da blastogénese de forma dose-dependente

Li et al., 19951

Diminuicéo da histamina (ap6s 72 horas)

Viswanathan et al., 198568

Potencial de sensibilizacdo na concentragéo de 0,1%

Xie et al., 2000140
To-o0 etal., 2010139
Kashima et al., 1996178

Poténcial de sensibilizacdo da PPD, mesmo na concentracdo de desafio mais baixa de 0,01% (0,003 mg)

To-o etal., 201013

Figado embriofetal de galinha

Reducéo da viabilidade dos ovos de maneira dose dependente

Auséncia da formacéo de adutos ou quebra de fitas de DNA

Kobets et al., 20191%

Aparecimento de linfomas

Stenbéck et al., 197617

Camundongos CBA/Ca

Efeito indutor de inflamacéo cutanea

Aumento de IL-6

Infiltracdo de células B

Proliferacdo de células TCD8+

Proliferacdo de células TCD4+

Bonefeld et al., 2009112

Camundongos CD-1

Reducdo da razdo de PCE/NCE

Soler-Niedziela et al., 1991104

Legenda: DNA — acido desoxirribonucléico. IL-6 - Interleucina 6. TCD8+ - Células T CD8+. TCD4+ - Células T CD4+. PCE - Valor de eritrécitos policromaticos. NCE - Eritrdcitos

normocromaticos.
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Tabela 1 — Efeitos relatados para a PPD em estudos in vivo (continuacao).

Estudos in vivo

Modelo Animal

EFEITOS DESCRITOS

REFERENCIA

Camundongos C57BL/6

Inflamacéo significativa na pele

Funch et al., 202373
Rubin et al., 20108

Inducdo do influxo local de células T residentes na epiderme CD8+ de meméria (TRM)

Inducdo do influxo de neutréfilos

Funch et al., 202373

Aumento do inchago das orelhas

Funch et al., 2023173
Rubin et al., 2010 05°

Aumento da infiltracdo celular

Aumento da proliferacdo de células T

Aumento de proliferacdo nas células TCD4+ e TCD8+ (determinadas pela célula BrdU+).

Aumento gradual do nimero de T regulador (CD4+, CD8+ e Foxp3+) e células Trl CD4+BrdU+IL-10+ (quarta
exposicdo)

Rubin et al., 2010 0%°

Aumento dos niveis de CXCL1

Aumento dos niveis de CXCL2

Aumento da resposta de células T

Aumento do acimulo de células TCD8+ nas orelhas

Funch et al., 2023173

Camundongos BALB/c

Presenca de inchaco nas orelhas

Garrigue et al., 1993176
Rothe et al., 2011136
Svalgaard et al., 2014138

Aumento da proliferacdo de células linfocitarias

Aumento da proliferacdo de células do baco

Kalish et al., 1995177

Aumento do inchago das orelhas

Garrigue et al., 199376
Rothe et al., 2011136
Svalgaard et al., 2014138

Aumento da frequéncia de células TCD8+ positivas para IL-17A nos linfonodos auriculares

Aumento da frequéncia de células TCD8+ positivas para IL-17A nos linfonodos pancreaticos

Aumento da frequéncia de células TCD8+ positivas para IL-17A no baco

Aumento da frequéncia de células TCD8+ positivas para IL-10 nos linfonodos pancreaticos

Svalgaard et al., 2014138

Aumento dos niveis de linfécitos B220+ nos linfonodos

Rothe et al., 2011136

Legenda: CXCL1 - Quimiocina C-X-C Ligante 1. CXCL2 - Quimiocina C-X-C Ligante 2. IL-17A - Interleucina 17A. IL-10 - Interleucina 10. B220+ - Células B220+.
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Tabela 1 — Efeitos relatados para a PPD em estudos in vivo (continuacao).

Estudos in vivo

Modelo Animal

EFEITOS DESCRITOS

REFERENCIA

Camundongos BALB/c

Aumento dos niveis de mMRNA de IL-4 hepatico

Aumento dos niveis de mRNA de IL-4 pancreatico

Aumento dos niveis de mMRNA de IL-17A hepatico

Aumento dos niveis de mMRNA de IL-17A pancreético

Aumento dos niveis de MRNA de IL-10 nas orelhas

Svalgaard et al., 2014138

Aumento dos niveis de mMRNA de IFNy nos linfonodos

Aumento dos niveis de MRNA de IL-4 nos linfonodos

Rothe et al., 2011136

Aumento dos niveis de mMRNA de Foxp3+ pancreaticos

Aumento dos niveis de mMRNA de IL-17A pancreético

Aumento da frequéncia de células INKT hepaticas positivas para IFNy

Aumento da proporcdo de células iNKT positivas para IL-4

Diminuicéo dos niveis de mRNA de IL-17A nas orelhas tratadas

Diminuicéo dos niveis de I1L-1b

Diminuicéo dos niveis de I1L-4

Diminuicéo dos niveis de IL-5

Diminuicéo dos niveis de IL-10

Diminuicéo dos niveis de 1L-12 no soro

Svalgaard et al., 2014138

Reducdo de células T CD3+ nos linfonodos

Rothe et al., 2011136

Aumento da proliferagdo de células linfocitarias

i 177
Camudongos CBA/J Aumento da proliferacdo de células dos baco Kalish et al., 1995
Inducdo de anormalidades no tamanho do edema do saco vitelinico
Aumento da frequéncia cardiaca
Aumento significativo do estresse oxidativo medido pelo aumento da fluorescéncia do DCF no 3df (PPD a 250
Zebrafish ug/mL) Oh etal., 20187

Aumento de ROS

Aumento do nivel de 6xido nitrico

Reducéo da sobrevida em 30% no 1 dpf

Reducdo da sobrevida em 50% no 7 dpf

Legenda: mRNA - RNA mensageiro. IFNy - Interferon-gama. IL-4 - Interleucina 4. Foxp3+ - fator de transcri¢do P3. IL-17A - Interleucina 17A. iNKT - Natural Killer T cells. IL-1b - Interleucina
1 beta. IL-5 - Interleucina 5. IL-10 - Interleucina 10. IL-12 - Interleucina 12. T CD3+ - Células T CD3+. Dpf - dias pos-fertilizagdo. DCF - 2',7'-dicloro-dihidrofluoresceina. ROS — espécies reativas

de oxigénio.
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Diversos animais foram usados para avaliar os efeitos da PPD no organismo, entre
eles COG'hOS (2 estudos)l,lBS ratos (18 eStudOS)21,25,26,37—40,51,54,74,100,132—1(:’5,141,168,174
camundongos (9  estudos)?t6575112136-138173.176.177 - norquinhos-da-india (6

estudos)*>68:119.139.140178 7aprafish (1 estudo) 7° e galinha (1 estudo)®®.

5.3.1.1 Coelhos Albinos
Coelhos albinos da raca Nova Zelandia foram usados para avaliar o potencial
irritativo da PPD na pele dos animais, conforme descrito por Lloyo et al. (1977)'%. No
estudo, uma solucéo de PPD a 1% foi aplicada, sendo suficiente para provocar um edema
leve em dois dos trés animais tratados'®. Essa reagdo diminuiu apenas apos 72 horas de
observacdo®®®. Os autores relataram que a LDso de PPD neste estudo foi de 98 mg/kg,

indicando uma alta toxicidade®®.

Um segundo grupo avaliou os efeitos da PPD por meio da aplicagéo de tinturas
capilares nos coelhos, nas regides das orelhas, cabeca e pelos da regido dorsall. A
aplicacdo ocorreu uma vez por semana durante seis meses, com a tintura sendo deixada
nos pelos dos animais por quinze minutos®. Todas as areas tratadas ficaram pretas logo
apos a primeira aplicacdol. A partir da oitava semana, o pelo comegou a apresentar-se
seco e facilmente destacado da pelel. Na décima sexta semana, observou-se alopecia
irregular em algumas regides das costas e cabeca®. Na vigésima semana, a pele dos
animais estava sensibilizada, o que foi evidenciado pelo excesso de crostas e hiperemia
irregulart. Os animais tratados com a tintura capilar apresentaram uma resposta mais lenta
aos estimulos, comportamento irritado, sinais de desconforto, reducdo na ingestdo de
racdo e perda de peso corporall. A alergia de contato a tinturas capilares oxidativas é
amplamente atribuida a intermediarios primarios, como a PPD, que possui potencial para

induzir essas manifestagdes® 18,

5.3.1.2 Zebrafish

Oh et al. (2018) utilizaram zebrafish para avaliar os efeitos protetores do extrato
de Ecklonia cava ap6s a exposicdo a PPD’. E. cava é uma alga marinha que foi
amplamente estudada por suas propriedades de sequestrar radicais livres e reduzir o
estresse oxidativo em fibroblastos dérmicos e queratindcitos humanos, especialmente
aqueles induzidos por radiagdo UV-B7°18-18 As tinturas de cabelo utilizadas continham
3,5% de PPD, e foram diluidas para atingir concentracdes finais de PPD em 250, 500 e
1000 pug/mL1". Essas tinturas foram misturadas com o extrato de Ecklonia cava para se

obter as concentracdes finais de 5%, 7%, 9% e 11% do extrato na solucdo*®.
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No estudos, foram avaliados os efeitos da exposi¢cdo aos compostos na taxa de
sobrevivéncia e taxa de eclosdo dos peixes'’®. Esses indices sdo utilizados para avaliar
compostos toxicos para o desenvolvimento dos animais’®. Os indices podem ser afetados
pelo tamanho do edema do saco vitelino e por alteragcdes na taxa de batimento cardiaco

dos animais1%,

A tintura de cabelo sem E.cava causou a diminuicao de 30% na sobrevivéncia dos
animais no primeiro dia pos-fecundacéo (dpf) e cerca de 50% no sétimo dpf'’®. Quando
a tintura, 250 pg/mL, foi combinada com E. cava (5 e 7%) nao ocorreram mortes
embrionarios significativas até o sétimo dpfl’®. A tintura sem E.cava causou morte
embrionaria no primeiro dpf e atraso da eclosdo dos embrides no segundo dpf!’®. Quando
a tintura foi utilizada a 500 pg/mL, sem E. cava, a mortalidade embrionéria foi de 100%,

valor que foi reduzido para 80% quando a tintura foi misturada a E. cava'’®.

Além desses pontos, os niveis de ROS e 6xido nitrico (NO) foram avaliados
durante as exposi¢cOes, pois ambos sdo biomarcadores usados para avaliar o estresse
oxidativo e desequilibrio do estado redox de tecidos e células'’®!11%2 Quando expostos
a 250 pg/mL de tintura sem o extrato por 3 dpf, ocorreu um aumento significativo na
geracdo de ROS!™®. Esse aumento foi reduzido apds a adi¢do de 7% do extrato”®.
Também foi observado um aumento dos niveis de NO no ensaio que utilizou tintura sem

0 extrato, sendo essa elevagio também reduzida na presenca do extrato a 7%,

5.3.1.3 Embribes de galinha

Figado embriofetal de galinha foi exposto a diversos alérgenos monaociclicos,
como a PPD, e policiclicos para avaliar sua capacidade de N-hidroxilacdo, acetilacdo,
nitro-reducdo e conjugacdo com sulfato, etapas cruciais na conversdo das aminas
aromaticas para suas formas genotoxicas finais!®. A PPD foi utilizada em trés
concentracdes diferentes, que afetaram de maneira distinta a viabilidade dos ovos de
galinha: 1,2 mg/ovo (viabilidade 100%), 2,5 mg/ovo (viabilidade 89%) e 5 mg/ovo
(viabilidade 67%)'*°. Durante o experimento, ndo foi observada a formacdo de adutos ou
quebra de fitas de DNA em nenhuma das concentragdes mencionadas®®®. Por fim, a PPD
foi considerada ndo genotoxicas pelo estudo, devido aos seus resultados, sendo pontuado

o potencial dos embriGes de galinha para a eliminagéo e desintoxicacéo do produto®®®.
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5.3.1.4 Porquinhos-da-india

Porquinhos-da-india foram avaliados quanto & exposicdo a PPD, sendo
observadas inimeras respostas, como hiperqueratose®®, aumento da fosfatase acida®,
aumento da glutationa-S-transferase “°, aumento da tirosinase*, aumento da peroxidagio

119 ¢ aumento de histamina seguido por sua reduc&o®®.

lipidica®®, aumento da blastogénese
Xie et al. (2000), To-o et al. (2010) e Kashima et al. (1996) calcularam o potencial de
sensibilizagio da PPD, que foi determinado como sendo 0,1%%140178 Além disso, To-
0 e colaboradores observaram que mesmo na concentracao mais baixa de PPD (0,003 mg)

foi possivel identificar o potencial de sensibilizagio®®.

Viswanathan et al. (1985) aplicaram topicamente um adesivo contendo 0,1 mL de
PPD (0,9% em 25% de etanol) em porquinhos-da-india, sendo observado uma
hiperqueratose, sem alteracdes na derme, e apds 48 h foi observado grau moderado de
edema e descontinuidade de algumas areas do estrato germinativo®. Além desses
resultados, foi observado que o conteddo de histamina na pele dos animais tratados
aumentou (56,87%) em até 48 h, seguido de uma reducdo até 72h®. Esse aumento de
histamina, na pele, também foi observado por Mathur et al. (1995), que aplicaram a PPD
por meio de uma solucdo de 4% (p/v) em 25% de etanol, na dose de 0,1 mL por via
dérmica por 15 e 30 dias*. O aumento da liberagdo de histamina é um dos indicativos de
hipersensibilidade, e envolvimento de células inflamat6rias, como mastécitos em
consequéncia do aumento da descarboxilase de histidina, da mesma forma que ocorre em
alergias, sendo um reflexo de uma possivel indugdo de dermatite alérgica de contato®®.
Esse cenario foi evidenciado como sendo um dos responsaveis pela vasodilatacdo que
ocorre, facilitando o acimulo de células inflamatorias no local de exposicdo, pelo

aumento da permeabilidade dos capilares®®.

Mathur et al. (1995) também mostraram que a atividade de fostase acida (ACP)
foi aumentada nos animais tratados por 15 (35,30 nmol/min/mg de proteina) e 30 dias
(34,12 nmol/min/mg de proteina), quando em comparacdo ao controle (25,60
nmol/min/mg de proteina)*®. Esse resultado pode estar relacionado a presenca de danos
celulares internos generalizados, envolvendo os lisossomos, devido ao potencial
inflamatdrio da PPD*. Devido ao acimulo de tintura na pele, os niveis de glutationa
(GSH) e tirosina também apresentarem-se elevados no dia 30 do tratamento*. GSH
aumentou para 250 nmol/min/mg de proteina, em relacdo ao controle de 180

nmol/min/mg de proteina; e tirosina aumentou para 5,26 nmol/min/mg de proteina, em
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relacdo ao controle de 2,14 nmol/min/mg de proteina), sendo isso vinculado a altera¢des
dermopatoldgicas na pele tratada*. Por fim, o estudo apresentou a ocorréncia do aumento
de peroxidacdo lipidica (LPO) nos dias 15 (20,19 (nmol/MDA/h/g) e 30 (23,42
nmol/MDA/h/g), em comparacao ao controle (16,00 nmol/MDA/h/g) ap6s o tratamento
com a PPD, sendo isso possivelmente devido a formacéo de espécies reativas e danos aos

tecidos®.

5.3.1.5 Camundongos
Diversos estudos selecionaram camundongos como modelos para avaliacdo do
efeito da PPD, e, ao todo, foram usadas 6 linhagens, entre elas Swiss Webster?:137,
CBA/Ca''?, CD-11% C57BL/6%173, BALB/c!®138176.177 ¢ CBA/IL,

Stenbdck et al. (1976) utilizaram 5% e 10% de PPD, dissolvidos em acetona, que
foram aplicados duas vezes por semana na pele de camundongos fémeas da linhagem
Swiss Webster™®”. Foi observado que quando expostos a 5% de PPD, dos 44 animais
tratados, 27 apresentaram tumores, 16 apresentaram linfoma, 6 apresentaram adenoma
pulmonar, 4 apresentaram hemangioma hepético e 4 apresentaram neoplasia ovariana e 1
apresentou fibroma subcutaneo®®’. E quando tratados com 10% de PPD, dos 49 animais
tratados, 24 apresentaram tumores, sendo que 19 apresentaram linfoma, 6 apresentaram
adenoma pulmonar, 1 apresentou hemangioma hepético, 6 apresentaram neoplasia
ovariana e 1 apresentou fibroma subcutaneo®’. Os autores observaram que a presenca de
diversos tumores nos estudos era dificil de ser explicada, devido a possibilidade de
surgimento de tumores espontaneos, tempo de vida curto dos animais, nimero limitado
de animais utilizados, solubilidade limitada do composto e dificuldade de aplicacédo de

doses muito grandes por via percutanea®’.

Kalish et al. (1995) apresentaram como objetivo o desenvolvimento de protocolos
eficazes de sensibilizacdo de camundongos a alérgenos de contato, com foco na PPD,
com o intuito de diminuir o uso de animais em estudos de reatividade cruzada a
antigeno'’’. As respostas foram testadas em camundongos CBA/J e Balb/C, sendo
realizadas duas abordagens de sensibilizacdo, a injegdo intraperitoneal contendo células
do bago ja sensibilizadas e a aplicagdo topical’’. Os animais foram separados em grupos
que receberam ou ndo a suplementacdo com a vitamina A para avaliar se isto causaria
alguma alteracfo na resposta inflamatoria a PPD*"’. A sensibilizagdo foi alcancada para
0s animais submetidos as duas vias de exposicdo, e foi possivel observar que a

administracdo topica nas costas levou a sensibiliza¢cGes maiores do que as que foram feitas
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no abddmen por injecdo intraperitoneal”’. A suplementacdo da vitamina A contribuiu
para uma resposta aumentada a PPD"”. A vitamina A é conhecida por aumentar a resposta
imune a diversos alérgenos de contato, incluindo fragrancias e a PPD, além de apresentar
multiplos efeitos no sistema imunoldgico'’’. Os efeitos da vitamina A no sistema
imunoldgico incluem a reconstituicdo de 1IgG em camundongos deficientes de vitamina
A e 0 aumento da ativacdo de macréfagos'’’. Camundongos alimentados com vitamina
A apresentaram aumento no numero e na fungdo de células linfaticas apresentadoras de

antigenost’’.

Bonefeld et al. (2009) investigaram o potencial sensibilizante cutéaneo de tinturas
capilares permanentes em camundongos*!2. O estudo envolveu camundongos fémeas, nos
quais foram analisadas oito condicdes diferentes'?. A aplicacdo foi realizada na regido
dorsal das orelhas dos animais''?. Os diferentes grupos de tratamentos incluiram:
controle, 25uL de 0,1% de PPD, 0,25% de PPD ou 1% de PPD em acetona/6leo de oliva
(4:1), 25puL mistura de tintura de cabelo com gel corante e 25uL mistura de tintura de

cabelo com 25 oxidante (1:1), 12,5uL de gel colorante e oxidante sem a tintura (mistura)
112

Os resultados revelaram respostas distintas para cada grupo'?. A anlise da
espessura das orelhas indicou que a PPD foi um potente indutor de inflamago cutanea'*?
. O oxidante isolado causou um leve inchago, enquanto o gel corante provocou um
inchago significativo, acompanhado de infiltragdo de células TCD3+ !2 Apds a lavagem

da mistura, observou-se uma reducdo no inchaco da pele!!2,

A andlise histoldgica das orelhas mostrou que os animais tratados com o oxidante
apresentaram poucas células inflamatdrias em comparagio com os do grupo controle!?,
O gel corante e a mistura (sem lavagem) causaram inflamacéo profunda com infiltracdo
neutrofilica e necrose em algumas areas'*?. Além disso, o corante e a mistura (sem
lavagem) induziram a presenga de citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-1B e IL-6'!2. Na
regido onde foi aplicado o corante, ndo houve presenca dessas citocinas; no entanto, onde
foi aplicada a mistura, as citocinas estavam presentes em concentracfes 15 a 30 vezes

maiores que a dos animais controle!*?,

Por fim, a analise da infiltrag&o de células B nos linfonodos drenantes revelou que
a resposta foi observada no grupo que recebeu 1% de PPD, no tratado com o gel e com a

mistura (sem lavagem)*2. A resposta no grupo tratado com o gel foi aproximadamente
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duas vezes maior do que no grupo tratado com 1% de PPD*!2, Tanto o gel quanto a mistura
induziram a proliferacdo de células TCD4+ e TCD8+!2, A infiltragdo no grupo tratado
com gel foi 30% maior do que no grupo tratado com oxidante!'?, A lavagem da mistura
resultou em uma reducdo de cerca de 25% no infiltrado, sem afetar a infiltracao de células
TCD4+ e TCD8+12,

Esses achados demonstram que as tinturas capilares possuem um forte potencial
sensibilizante cutaneo, induzindo inflamacdes profundas, producdo de citocinas pro-
inflamatdrias (IL-1pB, IL-6 e TNF-a), liberacao sistémica de IL-6, infiltracdo de células B
e T, e proliferacdo de células T nos linfonodos drenantes'?. Além disso, o estudo
evidenciou que o potencial alergénico das tinturas de cabelo é maior sob condi¢des de

uso em comparagdo com o gel corante e os componentes oxidantes isolados*2.

ApOs a exposicdo a alergénicos, 0s queratindcitos e as células de Langerhans
iniciam a producdo de citocinas pro-inflamatorias, como IL-6, IL-1p € TNF-a, que atuam
como mediadores na fase aguda da resposta imune, promovendo o recrutamento de

neutrdfilos e a producéo de proteinas inflamatdrias!?.

Os efeitos das respostas imunoldgicas pro e anti-inflamatorias da PPD e a
determinacdo dos mecanismos imunopatogénicos eliciados por alérgenos de contato
clinicamente relevantes em camundongos C57BL/6 foram estudados por Rubin et al.
(2010)% e Funch et al. (2023)'"3, sendo evidenciado uma inflamagéo significativa na
pele®>1” inducdo do influxo local de células T CD8+ de memoria persistentes na
epiderme!”®, inducao de influxo de neutréfilos®®!"3, aumento do inchaco das orelhas®173,
aumento da infiltracéo celular®®, aumento da proliferacéo de células T®, aumento gradual
do nimero de T regulador (CD4+, CD8+ e Foxp3+) e células Trl CD4+BrdU+IL-10+
(quarta exposicao) ®°, aumento dos niveis de CXCL1'"3, CXCL2", aumento da resposta

de células T e aumento do acimulo de células T CD8+ nas orelhas!’®.

A resposta imunologica a alérgenos de contato é regulada por varios
mecanismos®, e em boa parte acabam levando a inducdo de células T reguladoras
(Tregs)®51%41%5  Diferentes tipos de Treg foram descritos, como células T CD4+ CD25+
Foxp3+ naturalmente presentes, células T CD4+ CD25+ Foxp3+ induzidas e células Trl
e Th3, definidas pela liberagdo proeminente de IL-10 e TGF-B, respectivamente®1%, As
células mencionadas, sdo capazes de realizar o controle da resposta imunolégica a

alérgenos de contato, evitando o desenvolvimento e a funcdo de células T efetoras
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especificas para alérgenos® 11419419 Essas acdes ocorrem por meio da liberagdo de

citocinas anti-inflamatérias, como TGF- e IL-10, ou pela interagdo célula-a-célula®®.

Rubin et al. (2010) indicaram que, ap6s a segunda exposicao a tintura de cabelo,
foi observada uma leve inflamacéo na pele dos animais, que gradualmente aumentou,
atingindo o0 pico na quarta exposicdo®. Essa cinética de alteracio se repetiu quando os
autores monitoraram a proliferacdo das células T CD4+ (anti-inflamatodria) e CD8+ (pro-
inflamatoria) ®°. Isso sugere que o intervalo entre as exposices as tinturas de cabelo afeta

a resposta imunologica®®.

A exposicdo a tintura de cabelo também induziu a ativacao de células Thl, Tcle
Th17, todas sendo células T efetoras envolvidas nas respostas alérgicas a alérgenos de
contato®!'4, Enquanto a resposta Thl foi diretamente correlacionada ao nimero de
exposicdes, as respostas Tcl e Th17 atingiram seu pico apds a quarta exposicao, seguidas
de uma reduc&o subsequente®. Considerando que as células Tcl sdo uma das principais
efetoras na mediacdo da hipersensibilidade de contato, era esperado que seu aumento
continuasse proporcionalmente ao nimero de exposicdes®®. No entanto, a reducio
observada, juntamente com a de Thl7, sugere que exposicdes repetidas podem levar a
exaustdo das células T, possivelmente devido a inducdo de mecanismos

imunorregulatérios ou & apoptose®.

Os autores sugerem que esse equilibrio entre os mecanismos inflamatoérios pode
explicar por que apenas 5,3% dos individuos expostos a tinturas de cabelo apresentam
reagOes alérgicas®®. Além disso, apenas 15,6% desses individuos buscaram atendimento
médico apds a reacdo®®. Portanto, é provavel que mais individuos experimentem reagfes
cuténeas leves ap0s as primeiras exposicdes a tintura de cabelo, antes que esse equilibrio

imunoldgico seja induzido®®.

Funch et al., 2023 mostraram que quando a pele é exposta a alérgenos de contato,
na epiderme ocorre o desenvolvimento de células CD8+TRM, sendo elas mediadoras
rapidas de exacerbacdo observada na reexposicdo a alérgenos, ocorrendo a liberagdo de
quimiocinas (CXCL1 e 2) e a infiltragio macica de neutrofilos na epiderme!’7. A
parafenilenodiamina causou uma forte inducgéo de respostas anti-inflamatorias mediadas
por células T CD4+, o que prejudicou a formacao de células epidérmicas patogénicas
CD8+ TRM!". A reexposicéo a PPD eliciou uma geragdo reduzida de células CD8+TRM

e uma resposta inflamatéria mais fraca'’®. A inibicdo mediada por células T CD4+
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provavelmente ocorre devido a funcdo supressora das células T reguladoras®’3198-200

Essas células podem modular a resposta das células T CD8+ efetoras especificas para o
alérgeno, impedido sua ativagdo!’31%2% Esse efeito ocorre por meio do bloqueio da
interacdo entre as células T CD8+ e as células dendriticas apresentadoras de antigenos
(APC) nos linfonodos, restringindo sua saida dos linfonodos e seu recrutamento da

circulacéo para a pele exposta ao alérgeno®31%8-200,

Camundongos BALB/c foram utilizados para avaliar os efeitos da PPD, sendo
observados a presenca e aumento de inchago nas orelhas dos animais***!3176 aumento
da frequéncia de células T CD8+ positivas para IL-17A nos linfonodos (auriculares,
pancreaticos e baco)'®, aumento da frequéncia de células T CD8+ positivas para IL-10
nos linfonodos (pancreaticos)'®, aumento dos niveis de linfocitos B220+ nos
linfonodos**®, aumento dos niveis de MRNA de IL-4, IL-17A (hepatico e pancreatico)'®,
aumento dos niveis de mRNA de IL-10 (orelhas)™*®, aumento dos niveis de mMRNA de
IFNy e IL-4 (hepaticos)'3®, aumento dos niveis de mMRNA de Foxp3+ pancreaticos e IL-
17A*8, diminuicdo dos niveis de MRNA de IL-17A nas orelhas tratadas'®, diminuicio
dos niveis de IL-1b, IL-4, IL-5 e 1L10*%, diminuicdo dos niveis de 1L-12 no soro **® e

reducéo de células T CD3+ nos linfonodos®.

Svalgaard et al. (2014) investigaram os efeitos sistémicos da PPD em
camundongos BALB/c e observaram que a aplicacdo repetida de haptenos, como a PPD,
causa sensibilizacéo e elicitacdo de hipersensibilidade de contato, resultando em edema
epidérmico e desequilibrio imunoldgico sistémico!®. Esse efeito ocorre pela interagio
entre endotélio, queratindcitos e células do sistema imunoldgico inato e adaptativo, o que
aumenta a producéo de citocinas, quimiocinas e a expressio de moléculas de adesdo!3-20%,
A PPD aumentou a frequéncia de células B e sua ativagdo nos linfonodos auriculares, mas
ndo foi eficaz em aumentar a infiltracdo de células T efetoras, o que é apoiado pelo
aumento menor na expressdo de ICAM-1, moléculas necessarias para a infiltracdo®e.
Além disso, 0 aumento da espessura da orelha dos animais tratados com PPD a 1% pode
ser causado pela inflamagéo induzida por leucécitos ndo-T CD8+8, Foi observado um
aumento na expressdo de Foxp3+ no tecido da orelha, o que pode indicar a infiltragdo de
células Treg para o controle da resposta imunoldgica. No entanto, a PPD falha em induzir

0 mesmo grau de migracao intra-tecidual de Tregs'®,

O aumento dos niveis de IL-17A no pancreas pode indicar inflamacao pancreatica

decorrente da aplicaco epidérmica de PPD**, A PPD também promoveu o aumento da
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frequéncia de células T CD8+ produtoras de citocinas no baco*®. Além disso, a
diminuicdo das células T CD4+ Treg nos linfonodos pancreaticos sugere que as células
T CD4+ Foxp3+ migraram do linfonodo pancreatico (PL-N) para o tecido pancreatico®3®.

5.3.1.6 Ratos
Diversos estudos selecionaram ratos como modelos para avaliagdo do tratamento
com a PPD, ao todo foram usadas 6 linhagens, entre elas albinos®, Wistar740:133,141,168,174

Sprague-Dawley?>26:39.40.74.134 '£344/DyCrj?1%2 Charles River?:* e CFY%,

El-Amin et al. (2014) observaram que a aplicagdo de PPD levou ao aumento de
peso em ratos da linhagem Charles River, ap0s a aplicacdo oral e subcutanea de tintura
capilar, nas doses de 10, 20 e 30 mg/kg por 3 e 6 dias*°. Os efeitos da injecdo subcutanea
resultaram em uma absorg&o mais rapida do que a oral*°. Quando utilizada, por via oral,
na dose de 10 mg/kg os animais apresentaram uma leve fraqueza, ja na concentracdo de
20 mg/kg ocorreu edema na cabeca, pescoco e faringe, e na concentracdo de 40 mg/kg
ocorreram fraquezas severas nos membros anteriores, alopecia, tremores em todo o corpo,

dificuldade respiratoria, convulsio e dificuldade respiratoria perto da morte?.

Parametros bioquimicos indicaram um aumento significativo das enzimas
hepéaticas (dose-dependente), diminuicdo dos niveis de proteina plasmaticas total,
albumina e colesterol nos grupos que utilizaram PPD*. Os pardmetros hematoldgicos
mostraram uma alteracdo do hemograma completo, com reducdo significativa de
neutréfilos, hemoglobina, valores de PCV, heméacias, CHCM, MCV, TWBC e aumento
de linfdcitos, novamente de forma dose-dependente. Houve um aumento significativo da
atividade de enzimas hepéticas como o glutamato oxalotransefrase (AST), glutamato
piruvato transferase (ALT) e fosfatase alcalina (ALP), e a diminuicdo de niveis totais de
proteina plasmatica, glicose, albumina e colesterol. A reducdo dos niveis de colesterol no

estudo é associada a lipidose hepatica e obstrucio?.

Os parametros encontrados na administracdo subcutanea da tintura mostraram um
aumento ligeiro de AST, ALT e proteina total®®. A glicemia apresentou um aumento
significativo em diferentes doses da tintura (oral e subcutanea)*’. Esses resultados
indicam uma possivel toxicidade hepética, anemia (reducdo de MCG e MCV esta
associada a anemia macrocitica, e 0 CHCM a anemia ferropriva), alteragdes na medula
Ossea (producdo inadequada de globulos vermelhos), efeitos no sistema imunolégico

(apoptose massiva de neutrofilos e producéo de células imunocompetentes) °.
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Burnett et al. (1977) avaliaram a mutagenicidade letal dominante e toxicidade oral
em ratos Charles River por compostos quimicos usados para tingir o cabelo?!. Foi
observado que 0s machos tratados ganharam 15% de peso quando comparados ao grupo
controle?!. A LDso da PPD ¢ de 28 mg/kg, e foi utilizada a dose de 20 mg/kg, o que pode
ter acarretador na reducédo da fertilidade e aumento de perdas pré-implantacionais (de 40
ratas apenas 33 engravidaram) 2. Na analise de toxicidade cutanea, a PPD causou a morte
dos animais na dose de 5 g/kg, mostrando-se potencialmente mutagénica?..

Hagiwara et al. (1990) utilizaram ratos da linhagem F344/DuCrj tratados
inicialmente com N-nitrosodietilamina (DEN) para avaliar os efeitos modificadores da
PPD na carcinogenicidade hepatica'®2, Apds duas semanas de uma Unica dose de DEN
(200 mg/kg, administrada por via intraperitoneal), os ratos foram tratados com PPD em
niveis dietéticos de 1000, 330 e 110 ppm**2. Ocorreu o aumento significativo do peso
relativo dos figados em animais tratados com 1000 ppm e reducéo do peso corporal em
animais tratados com todas as doses. Os autores concluiram que a PPD ndo atuou como
promotora da carcinogénese hepatica no bioensaio de médio prazo, corroborando os

resultados negativos de carcinogenicidade®®?.

Katsumi et al. (1982) avaliaram a toxicidade subaguda e cronica e a
carcinogenicidade da PPD em ratos da linhagem F344'% A toxicidade subaguda foi
avaliada por meio da administracdo oral de PPD nas concentracdes de 0,4%, 0,2%, 0,1%
e 0,05%!%. A toxicidade cronica e carcinogenicidade foram avaliadas por meio da
administracdo oral de PPD nas concentraces de 0,1% e 0,05%%. Foi observada uma
reducdo no crescimento dependente da dose em ambos 0s sexos de animais,
especialmente quando tratados com 0,4% de PPD®. O grupo que recebeu 0,4% de PPD
apresentou uma maior porcentagem do peso do figado e dos rins em relagcdo ao grupo
controle!®. Além disso, 0 mesmo grupo apresentou degeneragdo gordurosa no figado,
tanto em machos quanto em fémeas*®. A exposicdo cronica a PPD levou a uma reduc&o
do peso corporal e do bago, comparado ao controle, nas fémeas quando tratadas com 0,1%
de PPD, e, em fémeas tratadas com 0,05% de PPD, o peso médio do bago foi menor do

que o controle?®,

A incidéncia de carcinogenicidade foi observada nos ratos machos, com a maior
frequéncia de lesbes neopléasicas sendo feocromocitomas da glandula adrenal®®. Esses
tumores foram observados em 10 (27,8%) dos 36 ratos machos tratados com 0,1% de
PPD, 8 (22,9%) dos 35 ratos machos tratados com 0,05% de PPD e 6 (31,6%) dos 19
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machos no grupo controle, sem diferengas significativas entre 0os grupos quanto a
incidéncial®. Outras lesdes neoplasicas observadas, apds o tratamento com a PPD, foram
hiperplasia do estbmago anterior em machos, um fibroadenoma na glandula mamaria em
uma fémea, um fibroma na pele em um macho, linfomas em fémeas e hiperplasia ductal
do pancreas em uma fémea'®. Estudos sobre a toxicidade oral aguda indicaram que a
LDso da PPD é de 98 mg/kg de peso corporal em ratos, 0 que mostra que a substancia
pode representar riscos em determinadas concentragdes, reforcando a necessidade de

avaliar sua seguranca em diferentes contextos'®.

Abd-ElZaher et al. (2012) investigaram os efeitos toxicos da exposi¢do dérmica
repetida a PPD em ratos machos albinos, avaliados em parametros bioquimicos e
histologicos®. A exposicio foi realizada na regido das costas e ombros dos animais,
usando trés doses diferentes de PPD, 1, 2 e 3 mg/kg, correspondendo a 0,2, 0,4 e 0,6 mg
respectivamente, por 30 dias 8. Os niveis séricos de AST, ALT e ALP apresentaram um
aumento altamente significativo entre os trés grupos tratados com PPD®. Os niveis de
AST para os grupos foram: 38.6 + 0,96 (controle), 39,7 £ 0.94 (0,2 mg), 40,4 + 1,34 (0,4
mg) e 48,8 + 1,31 (0,6 mg) *. ALT para os grupos foram: 36,8 + 1,13 (controle), 43,7 +
1.13 (0,2 mg), 48,0 + 1,69 (0,4 mg) e 56,7 + 2,21 (0,6 mg) . ALP para os grupos foram:
1225 + 1,58 (controle), 219,6 + 5,6 (0,2 mg), 237,0 £ 4,74 (0,4 mg) e 249,9 £+ 3,14 (0,6

mg) .

Também foram observados aumentos altamente significativos nos niveis séricos
de ureia e creatinina nos trés grupos tratados com PPD em comparagdo com 0 grupo
controle®. Os niveis séricos de ureia foram: 26,4 + 3,23 (controle), 32,6 + 1,50 (0,2 mg),
36,0 +£1,69 (0,4 mg) e 41,8 £ 2,65 (0,6 mg), e 0s niveis séricos de creatinina foram: 0,77
+ 0,77 (controle), 0,93 + 0,06 (0,2 mg), 0,96 + 0,04 (0,4 mg) e 0,98 + 0,04 (0,6 mg) *.

Os niveis sericos de glicose e CPK-Mb aumentaram nos trés grupos tratados com
PPD em comparagdo com o grupo controle®. No entanto, esse aumento foi altamente
significativo apenas nos grupos tratados com 0,4 e 0,6 mg de PPD®, Os niveis séricos de
LDH apresentaram um aumento altamente significativo nos trés grupos expostos ao PPD
em comparagdo com o grupo controle3®. Os niveis séricos de glicose foram: 74,20 + 8,16
(controle), 81,6 £ 1,05 (0,2 mg), 118,7 + 3,56 (0,4 mg) e 153,7 £ 6,34 (0,6 mg) e 0s niveis
séricos de CPK-Mb foram: 154,0 + 1,41 (controle), 157,1 + 4,84 (0,2 mg), 450,0 + 10,40
(0,4 mg) e 5755 + 8,43 (0,6 mg) . Os niveis sérios de LDH foram: 233,3 + 1,88
(controle), 256,8 + 1,75 (0,2 mg), 553,0 + 14,68 (0,4 mg) e 1375,2 + 136,50 (0,6 mg) 2.
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No coracdo, foram detectadas inflamac6es crénicas leves (3 de 10 animais, dose
de 0,2 mg), moderadas (7 de 10 animais, dose de 0,4 mg) e severas (7 de 10 animais, dose
de 0,6 mg)*8. No figado foram detectadas inflamagdes cronicas leves (1 de 10 animais,
dose de 0,2 mg), moderadas com trés focos necroinflamatorios (7 de 10 animais, dose de
0,4 mg) e severas com 5 ou mais focos necroinflamatérios (8 de 10 animais, dose de 0,6
mg)®. No pancreas foram encontradas inflamacGes cronicas moderadas e células
inflamatorias cronicas intersticiais (4 de animais, dose 0,2 mg), glomérulos severamente
crénicos e fibrosados e células inflamatorias crénicas e vasos sanguineos com paredes
espessadas (4 de 10 animais, dose de 0,4 mg) e fibrose glomerular e cilindros tubulares
(8 de 10 animais, 0,6 mg) . As alteracOes patoldgicas no pancreas também aumentaram
com a dose, sendo observadas inflamacgdes crénicas leves (5 de 10 de animais, dose de
0,4 mg) e inflamacdo crénicas severas, vasos sanguineos com paredes espessadas e

fibrose (em todos os animais, dose de 0,6 mg) 8.

A PPD se mostrou hepatotoxica nos ratos machos albinos, e uma explicagéo para
isso € que a molécula absorvida pela pele permanece no organismo por um longo periodo,
cerca de 43,5 horas (meia vida plasmatica), causando assim toxicidade nas células
endoteliais do seio e da veia central e no parénquima hepatico®®. Em resultado a isso,
ocorre 0 aumento de hemoglobina no figado, resultando em hemorragias extensas e
deposicdo de fibrina que podem resultar no comprometimento do fluxo sanguineo
sinusoidal, gerando lesdes isquémicas/hipdxicas das células do parénquima hepatico nas

regides afetadas®2%2,

Os resultados encontrados nos rins dos animais tratados com a PPD sdo
comparaveis a estudos realizados em cabeleireiros com exposicdo regular a PPD32%, Em
41,1% dos profissionais foi observado o comprometimento renal, proteindria e hematlria
com elevacdo de creatinina e ureia sérica®. Esses achados destacam a relevancia de
associar tais efeitos a duracdo da exposicdo a PPD*2%, Por fim, os metabdlitos da PPD
apresentaram uma alta taxa de secrec¢do urinaria, e a ocorréncia de oxidagdo gerando a

quinina-diamina, conhecida por ser uma substancia altamente toxica®®.

Munday et al. (1999) investigaram a miotoxicidade provocada pela PPD em ratas
Sprague-Dawley por meio do uso de 100 e 200 mmol/kg/dia por via subcutanea*’. A PPD,
em uma dose de 200 mmol/kg/dia, foi suficiente para gerar necrose nos musculos
esqueléticos, no diafragma e na lingua*’. Inicialmente, os musculos esqueléticos

apresentaram aumento na acidofilia das células, associado a uma maior opacidade,
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seguido de perda de estriacdes, infiltracdo por histiocitos, degeneracéo e dissolucdo das

fibras musculares?’.

As areas necréticas apresentaram uma distribuicdo uniforme no diafragma,
desigual no gastrocnémio e na lingua foram mais pronunciadas em dire¢éo a raiz*’. Essas
lesBes necroticas foram consideradas leves pelos autores*’. No entanto, foi observado que,
em humanos, as consequéncias da intoxicacdo por PPD podem ser mais graves, devido a
liberacdo de mioglobina das fibras musculares, o que pode causar insuficiéncia renal
aguda e levar ao Obito*"#950204205  (Opjtos dessa natureza foram observados em

camundongos quando expostos as doses de 3 a 5 g*7°.

Bharali et al. (2009) investigaram se a exposicao tdpica repetida a PPD poderia
gerar hepatotoxicidade em ratos machos Sprague-Dawley?®. A administracdo foi topica,
na area dorsal dos animais, utilizando doses de 1, 2 e 3 mg/kg durante 30 dias
consecutivos®®. Os pesos absoluto e relativo do figado aumentaram de forma dose-
dependente, sendo os valores respectivos: 4,675 + 0,211 (controle), 6,249 + 0,306 (1
mg/kg), 5,447 + 0,262 (2 mg/kg) e 7,639 + 0,362 (3 mg/kg); e 2,78 + 0,033 (controle),
3,78 £ 0,037 (1 mg/kg), 3,42 + 0,114 (2 mg/kg) e 4,55 + 0,17 (3 mg/kg)?. Biomarcadores
séricos de lesbes hepaticas foram avaliados, e evidenciou-se um aumento dos niveis de
forma dose-dependente?®. ALP: aumentos de 2,3, 2,6 e 3,0 vezes nos grupos tratados com
1, 2 e 3 mg/kg de PPD, respectivamente, AST: aumentos de 2,7, 3,0 e 3,6 vezes, e ALT:
aumentos de 1,6, 1,8 e 2,26 vezes nos grupos tratados com 1, 2 e 3 mg/kg de PPD,

respectivamente?®.

Quando a PPD foi utilizada na dose de 1 mg/kg ocorreu a infiltracdo leucocitéria,
necrose periportal grave e inflamacdo caracterizada por uma maior aderéncia ao trato
portal, e quando utilizada a dose de 3 mg/kg ocorreu uma necrose centrolobular severa,
dilatacdo da veia central, e exsudatos fibrinosos marcantes circundando a veia central e
aderindo as estruturas circundantes?. Todos os animais tratados com PPD apresentaram
um acumulo de leucdcitos na veia central, necrose macica de hepatdcitos centrolobulares
e periportais, hemorragia extensa do tecido hepatico, degeneracdo hidrdpica dos
hepatdcitos, caracteristicas de isquemia e necrose coagulativa®®. A concentragdo de
hemoglobina foi alterada de forma dose dependente, tendo seu maior aumento com o
tratamento de 3 mg/kg?®. Além desses resultados, foi relatado o alargamento dos

sinusoides, acompanhado por um acumulo significativo e extravasamento de neutrofilos
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no figado dos animais tratados?®. Ja nas se¢bes de figado dos animais do grupo controle,

a quantidade de neutréfilos nos sinusoides foi consideravelmente baixa?®.

Conforme mencionado anteriormente, a PPD leva a disturbios hepaticos em ratos,
sendo relatado esses efeitos em albinos e Sprague-Dawley?®38. Assim como mencionado
por Abd-ElZaher et al. (2012) %, a hepatotoxicidade foi associada a uma pequena fragéo
de PPD que alcanca a circulacdo sistémica e que permanece por um periodo prolongado
devido a meia-vida plasmatica bifasica (24 minutos e 43,5 horas, respectivamente?®%, E
da mesma forma, foi sugerido que a ocorréncia do aumento de hemoglobina hepatica se
da pelos danos em células endoteliais sinusoidais e células da veia central, ocasionando
em hemorragias extensas, deposicdo de fibrina nas sinusoides e na veia central?®®, A
destruicdo de células endoteliais sinusoidais leva ao extravasamento de neutréfilos para
0 parénquima hepatico, e isso € associado a sinais quimiotaticos, incluindo TNF-a,
quimiocinas CXC (IL-8, KC, MIP-2) e PAF, originados do parénquima lesionado?®-38206-
208 E por fim, os neutrdfilos ativados levam a geracéo de espécies reativas de oxigénios

0 que potencializa a exacerbagao da lesdo hepatica?®:38:206-208,

Bharali et al. (2012) investigaram a toxicidade da PPD no sistema reprodutor
masculino de ratos Sprague-Dawley tratados topicamente com concentracdes de 1, 2 e 3
mg/kg/dia por 30 dias?®®. Os resultados mostraram uma reduc3o significativa no peso
absoluto dos testiculos nas doses de 2 e 3 mg/kg/dia, além de uma diminui¢do dose-
dependente na concentracio de espermatozoides na cauda dos epididimos®. Também foi
observado um aumento no percentual de espermatozoides com morfologia anormal nos
grupos tratados com 2 e 3 mg/kg/dia, bem como um aumento significativo na taxa de
peroxidac3o lipidica no tecido testicular®®. O epitélio seminifero apresentou perda de
células germinativas e caracteristicas de apoptose nessas mesmas doses?®. Nos animais
tratados com 3 mg/kg/dia, foram identificadas alteragcGes mais graves, como descamacéo
de células germinativas, edema nos tecidos intersticiais, deposicdo fibrinosa na regido

basal dos tlibulos seminiferos e retencéo de espermatides?.

Devido a auséncia de um sistema antioxidante eficiente, 0s espermatozoides séo
particularmente vulneraveis a danos oxidativos em suas membranas, resultando em
anormalidades morfoldgicas quando expostos & PPD?. Além disso, a PPD afeta
diretamente o0s espermatozoides, causando danos as enzimas mitocondriais e aos
filamentos de microtdbulos®. Esses efeitos ja foram relatados em estudos anteriores2%°,

Um dos pontos fundamentais a ser avaliado é o teor de PPD presente nas tinturas?®2%,
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Uma pesquisa preliminar revelou que, nessas formulag6es, o teor de PPD, ap0s a diluicéo,
ndo ultrapassa 3% (p/v)®. Essa concentracdo foi suficiente para provocar alteraces
significativas nas estruturas histoldgicas dos testiculos de ratos Sprague-Dawley e reduzir
0s parametros funcionais essenciais dos espermatozoides necessarios para 0 processo de

fertilizagdo®.

Bharali et al. (2012) avaliaram o potencial de mudancas hematoldgicas da PPD
por meio da aplicacéo topica subcronica nas doses de 1, 2 e 3 mg/kg por 90 dias®®. A PPD,
quando utilizada na dose de 3 mg/kg, levou ao retardamento do crescimento dos
animais®. A aplicacdo repetitiva de PPD causou perturbac@es severas na fisiologia dos
animais, evidenciando anemia hemolitica, alteracbes na morfologia dos eritrocitos,
reducdo na contagem de eritrécitos, baixa concentracdo de hemoglobina e porcentagens

mais altas de reticuldcitos no sangue periférico®.

Os autores destacam que, embora 0s eritrocitos sejam capazes de prevenir danos
oxidativos, a exposicao repetida a PPD fez com que o estresse oxidativo superasse a
capacidade antioxidante celular, resultando em lesdo celular e morte hemolitica das
hemécias®. Devido a morte das hemacias, houve uma queda na contagem total de

eritrocitos, no volume globular e na concentracdo de hemoglobina®.

5.3.2 ESTUDOS IN VITRO

Os efeitos toxicos da PPD relatados nos estudos in vivo estdo apresentados na
Tabela 2.
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Tabela 2. Efeitos relatados para a PPD em estudos in vitro (continua).

Estudos in vitro

Células EFEITOS DESCRITOS REFERENCIA
Inducdo da transicdo epitélio-mesenquimal - 6
Ativacdo da sinalizacdo ERK5 / AP-1 Liuetal, 2022
Danos ao DNA Huang et al., 200743
Aumento da expressdo de p53 Huang et al., 2011163
= - 143
SV-HUC-1 Aumento da expressdo de Cox-2 Huang et al., 2007

(uroepitélio humano)

Aumento da quantidade de autofagossomos

Aumento da concentracdo de Beclin-1

Aumento da concentragdo de proteina 3B da cadeia leve de proteinas associadas a microtlbulos (LC3B)

Aumento da ativacdo de p-ERK1/2 de maneira dependente da concentracdo

Alteracdo morfologica

Huang et al., 2011183

Reducdo da viabilidade celular de forma dose-dependente

Huang et al., 2007 143

Cepa da bactéria
Salmonella
typhimurium

Capacidade mutagénica

Qin et al., 201880
Garrigue et al., 2006

Efeito genotoxico

Yasunaga et al., 200653

Presenca de efeito inibitério de crescimento nas doses 0,156; 0,312 e 0,625 mg/placa

Qin et al., 2018180

Aumento da mutagenicidade na presenca de perdxido de hidrogénio e hidréxido de aménia

Rojanapo et al., 1986 %

Aumento na formac&o de coldnias revertentes da cepa TA98 com a mistura de S9

Qinetal., 201818

Diminuicdo nas contagens de coldnias revertidas

Zeller et al., 2013161

nHHDPCs (células

normais da papila

dérmica do cabelo
humano)

Presenca de efeito citotoxico

Inducdo de morte celular

Inducdo de senescéncia celular

Alteracdes no perfil de expressdo de miRNA

Arresto do ciclo celular na fase G2

Lee et al., 201584

PBLs (linfécitos do
sangue periférico
humano)

Efeitos genotoxicos

Kumar et al., 202053142

Inducéo de micronlcleos mutagénicos

Garrigue et al., 2006 6

Aumento do valor do momento da cauda

Aumento da frequéncia de troca de cromatides

Kumar et al., 202053142

Cocultura de HaCaT e
THP-1

Inducdo de IL-13, TNF-a e IL-6

Liberacdo de IL-8

Karri et al., 2021157

Legenda: ERK5/AP-1 - Proteina quinase regulada por sinal extracelular 5 / Fator de Transcricio Ativador de Proteina 1. DNA - Acido Desoxirribonucleico. p53 - Proteina 53. COX-2 - Ciclo-
oxigenase 2. Beclinl - Beclin 1. SCE - Troca de Crométides Irmas. miRNA - MicroRNA. CD40 - CD40. CXCR4 - Receptor de Quimiocina tipo 4. IFN-y — interferon y. IL 13 — interleucina 13.
IL -22 — interleucina 22. IL-1p - interleucina 1B. TNF- a - fator de necrose tumoral o . IL-6 — interleucina 6. IL-8 — interleucina 8.
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Tabela 2 — Efeitos relatados para a PPD em estudos in vitro (continuacao).

Estudos in vitro

Células

EFEITOS DESCRITOS

REFERENCIA

HaCaT (células
epiteliais humanas)

Dano lipoperoxidativo

Picardo et al., 19957

Dano oxidativo ao DNA

Goyal et al., 2015%°
Zanoni et al., 2015169

Efeito citotoxico

Picardo et al., 1992118
Lee et al., 2013164
Woo et al., 2021166
Ohetal., 201817°

Fraco efeito genotdxico em concentracGes de 900 a 1200 ug/mL

Zeller et al., 2013161

Desestabilizacdo lisossomica

Goyal et al., 2015'%°

Perda do potencial de membrana mitocondrial

Goyal et al., 2015%°
Woo et al., 202116

Liberacdo de IL-1

Liberacdo de IL-8

Karri et al., 2021157

Aumento no pico da fase sub-G1 de células

Goyal et al., 20151°
Woo et al., 2021166

Aumento das atividades de superdxido dismutase apds 1 hora de tratamento

Aumento das atividades de catalase apds 1 hora de tratamento

Picardo et al., 1995117

Aumento da ativacdo de caspases

Woo et al., 2021166

Aumento da incoporacdo de 3H-timidina

Aumento da expressdo de ICAM-1

Picardo et al., 1992118

Aumento da degradacdo da PARP-poli

Woo et al., 2021166

Aumento dos niveis de ROS ap6s 1 hora de tratamento combinado com peréxido de hidrogénio

Zanoni et al., 2015169

Reducéo da viabilidade celular

Mosley-Foreman et al., 2008%
Picardo et al., 1992118

Goyal et al., 2015%%°

Lee et al., 2013164

Reducdo de glutationa reduzida

Picardo et al., 1995 7

Diminuicdo de células na fase S

Goyal et al., 2015'%°

PPD classificada como sensibilizador forte

de Avila et al., 2019156

CHO-k1 (ovario de
hamster chinés)

Citoxicidade na presenca de grupo nitro

Chung et al., 1996

Aumento de aberracdes cromossdmicas

Chung et al., 19958

Inducdo de aberragdes cromossémicas

Chung et al., 199518
Chung et al., 1996 44

Legenda: DNA - Acido Desoxirribonucleico. IL-1p - Interleucina 1 beta. IL-8 - Interleucina 8. 3H-timidina - Timidina tritiada. ICAM-1 - Molécula de Adeso Intercelular 1. PARP-poli - Poli

(ADP-ribose) Polimerase. ROS - Espécies Reativas de Oxigénio.



Tabela 2 — Efeitos relatados para a PPD em estudos in vitro (continuacao).

Estudos in vitro

Células

EFEITOS DESCRITOS

REFERENCIA

Células mieloides

Sensibilizador forte

Del Bufalo et al., 2011151
de Avila et al., 2019 156

humanas (U937) Aumento da expressio de CD86 Ade et al., 2006146
Dano ao DNA por meio da producio de ROS Chen et al., 20106
Indugéo da apoptose Chen et al., 20063
Aumento da condensacéo da cromatina Chen et al., 2010°°
¢ Chen et al., 2006
x Chen et al., 2010
Aumento da fragmentagéo nuclear Chen et al. 2006%
Aumen lular
MDCK - Células umento celula

renais de cées
Mardin-Darby

Aumento da vacuolizacdo do citoplasma

Aumento da do encolhimento celular

Chen et al., 2006 34

Aumento da atividade de Caspase (8, 9 e 3/7)

Chen et al., 201016

Aumento de células na subfase G1

Aumento da p53

Chen et al., 2006 34

Reducdo da viabilidade celular

Chen et al., 201016
Chen et al., 2006 3*

Inibicdo do crescimento celular com IC50 de 37,5 pg/mL em 12 horas

Chen et al., 201016

Reducdo do potencial de transmembrana mitocondrial

Chen et al., 2006 34

THP-1 (linhagem
celular monocitica)

Viabilidade celular de pelo menos 75% com 31 pg/mL

Buzzella et al., 201914°

Liberacdo de IL-1p

Liberacdo de IL-8

Karri et al., 2021157

CHL (células
pulmonares de
hamster chines)

Aumento de aberragdes cromossdmicas (quebras de cromatides e cromossomos, fragmentos acéntricos, microcorpos, falhas e
cromossomos dicéntricos) nas concentragdes de 78, 156 e 312 pg/mL

Qinetal., 201818

V79 (células de
fibroblastos de
pulméo de hamster
chinés)

Forte efeito genotdxico em concentracdes de 100 pg/mL por 3 horas

Zeller et al., 2013161

Células pulmonares
humanas

Desenvolvimento de respostas inflamatérias

Aumento da producdo de IL-1 o

Aumento da producdo de TNF-a

Lauenstein et al., 2014150

Legenda: CD86 — Cluster de diferenciacdo 86. ROS - Espécies Reativas de Oxigénio. p53 - Proteina 53. IL-1p - Interleucina 1 beta. IL-8 - Interleucina 8. IL-1a - Interleucina 1 alfa.

Fator de Necrose Tumoral Alfa.

TNF-a -
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Tabela 2 — Efeitos relatados para a PPD em estudos in vitro (continuacao).

Estudos in vitro
Células EFEITOS DESCRITOS REFERENCIA
Geracdo de Espécies Reativas de Oxigénio
Disfungdo mitocondrial por perda do potencial de membrana mitocondrial
Aumento do niimero de células haploides na fase sub-G1 Reena et al., 201562
Aumento do nivel de caspase-3
Reducdo da viabilidade cellular
Efeitos genotoxicos
Aumento de MN-PCE ap6s o uso de 50 e 100 mg/Kg
Fibroblastos de camundongos | Presenca de dano muscular
BALB/c 3T3 Citotoxicidade

Dano a membrana lisossomal
Aumento da liberacdo da enzima lactato desidrogenase
Aumento dos niveis de Espécies Reativas de Oxigénio (50, 100 e 150 pM) e em todos os tempos (6, 12 e 18 horas)
Aumento dos niveis de MDA
Aumento da liberagdo de citocromo C das mitocdndrias nas concentracdes de 50, 100 e 150 uM
Reducdo da concentracdo de fibroblastos nas concentracdes de 50, 100 e 150 uM

Fibroblasto humanos Reducéo da viabilidade celular (1000 pug/mL de PPD reduziu em 0,29 vezes) Ohetal., 201817

AREC32 (fibroblastos
embrionarios de camundongos)

UROtsa — células uroteliais
humanas

Eritrécitos de camundongos Qin et al., 20188

Babich et al., 199252

Fibroblasto de ratos Wistar Seydi et al., 2018168

Sensibilizador forte Tsujita-Inoue et al., 201467

Secrecdo de altos niveis de IFN
Secrecdo de altos niveis de GM-CSF Farrell et al., 200817®
Secrecdo de altos niveis de IL-2

Inducdo da parada do ciclo celular na fase S
Inducdo de apoptose

Inibicdo da glicolise

Inibic&o da via ndo oxidativa da pentose fosfato de Mas et al., 2017174
Inibicdo da renovacéao de glicogénio
Inibi¢do da reacdo da ATPase
Reducdo da sintese de ATP
Legenda: MN-PCE - Taxa de Micronulcleos em Eritrdcitos Policrométicos. MDA - Conteldo de Malonaldeido. IFN - Interferon. GM-CSF - Fator Estimulador de Colénias de Granuldcitos e
Macrofagos. IL-2 - Interleucina 2. ATPase - ATPase.

Células do baco de
camundongos BALB/c

C2C12 (Células Miablastos de
Camundongo)
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Tabela 2 — Efeitos relatados para a PPD em estudos in vitro (continuacao).

Estudo in vitro

Células

EFEITOS DESCRITOS

REFERENCIA

MUTZ-3 (linha celular derivada
de células progenitoras
hematopoiéticas humanas)

Estimulacdo de CD86 na concentragdo de 185 uM

Estimulacdo de CD54 na concentragdo de 185 uM

Aumento dos niveis de secre¢do de IL-8 (na cocultura com RealSkin)

Lee et al., 2014165

PPD classificado como sensibilizador forte

de Avila et al., 2019156

Cocultura de HaCaT e DCrc
(células relacionadas a células
dendriticas)

Forte sensibilizante com EC50 de 42 pmol/L

Sonnenburg et al., 201214

Efeito irritativo

Sonnenburg et al., 201214

Células estomacais de ratos
Sprague-Dawley

PPD néo levou a aumentos significativos de dano ao DNA

De Boeck et al., 2015172

Células hepéticas de ratos
Sprague-Dawley

PPD ndo levou a aumentos significativos de dano ao DNA

De Boeck et al., 2015172

Células TK6 de linfoblastoides
humanos

Reducdo na sobrevivéncia celular, dependendo da concentragdo do reagente (na faixa de 100-1000 pg/mL)

Sassa et al., 2021171

Células XRCC1—/—/XPA—/—

Reducdo na sobrevivéncia celular, dependendo da concentracdo do reagente (na faixa de 100-1000 pg/mL)

Sassa et al., 202117

Cocultura de queratinécitos e
Células Mononucleares de
Sangue Periférico (CMSPs)

Aumento de CD124+ em linfécitos

Aumento da expressdo de CD44 em linfdcitos

Aumento da concentracdo de IL-4

Frombach et al., 2018160

Aumenta da secre¢do de citocinas, incluindo IFN-y, IL-13 e IL-22

Gibson et al., 2015158

PPD ndo conseguiu induzir uma proliferacdo significativa de células T em 9 pacientes.

Krasteva et al., 19937

Diminuicdo das concentracfes de IFN-y

Frombach et al., 2018160

Presenca de uma forte reatividade

Skazik et al., 2008183

Legenda: CD 44, 56 e 86 — Cluster de diferenciacio 44, 56 e 86. DNA - Acido Desoxirribonucleico. IL 4, 8, 13 e 22 - Interleucina 4, 8, 13 e 22. EC50 - Concentragéo Efetiva 50. IFN-y — interferon-

Y-
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Tabela 2 — Efeitos relatados para a PPD em estudos in vitro (continuacao).

Estudos in vitro

Células EFEITO REFERENCIA
Coculutra de queratinécitos e Efeitos citotdxicos na concentracdo de 125uM . 147
mondcitos Regulacéo positiva de CD86 na concentragéo de 31,25 uM Schreiner et al., 2007

Linfécitos humanos

Genotoxicidade na dose de 100 a 500 uM

Chye et al., 20085

Presenca de apoptose e necrose celular

Salami et al., 2023170

Concentracgdes entre 0,1 e 50mM levam a respostas proliferativas

Concentragdes acima de 100mM levam a respostas inibitorias

Coulter et al., 2007

Colapso da glutationa reduzida

Aumento dos niveis de glutationa oxidada

Salami et al., 2023170

Aumento da secrecdo de IL-4

Aumento da secrecdo de IL-5

Aumento da secrecdo de IL-13

Aumento da secrecdo de TNF-a

Aumento da secrecdo de MIP-1 a

Aumento da secrecdo de MIP-18

Aumento da secrecdo de RANTES

Coulter et al., 2007%°

Aumento dos niveis de IFN-y

Aumento dos niveis de TBARS

Aumento da formacdo de Espécies Reativas a Oxigénio

Aumento dos niveis de Ca*? intracelular

Reducéo da viabilidade cellular

Reducdo do potencial de membrana mitocondrial

Salami et al., 2023170

Células linfocitarias
sensibilizadas

Proliferacdo significativa das células dos linfonodos

Sl encontrado para a PPD foi de 2,8. Indicando uma proliferacdo significativa das células dos linfonodos

Kashima et al., 1996178

Legenda: CD86 - CD86. IL-4, 5 e 13 - Interleucina 4. IFN-y - Interferon-gama. TNF-a. - Fator de Necrose Tumoral Alfa. MIP-1 o - Proteina Inflamatéria de Macrofagos 1 alfa. MIP-1f - Proteina
Inflamatéria de Macréfagos 1 beta. RANTES - Regulado na Ativagdo, Normal T Expressado e Secretado. TBARS - Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico. SI — indicie de estimulagéo
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Tabela 2 — Efeitos relatados para a PPD em estudos in vitro (continuacao).

Estudos in vitro

Células EFEITOS DESCRITOS REFERENCIA
EpideDermTM Citoxicidade leve em exposicdo no meio de cultura por 24 horas Hu et al., 200952
Pele 3D Up-regulation de FLG1 e down-regulation de FLG2 Meisser et al., 2019182

Equivalente Epidérmico

EC50 do equivalente epidérmico foi de 0,16, sendo classificada como sensibilizador cutaneo forte

HRIPT de 6,9

dos Santos et al., 2019148

Globulos vermelhos humanos

Resisténcia temporaria a hemolise

Aumento da hemdlise (ap6s 2 horas de tratamento)

Srhayri et al., 20167

Células dendriticas

Aumento da expressdo de CD40

Aumento de MHC classe |1

Aumento da proliferacdo de linfdcitos

Morte celular com concentracdes acima de 250 uM

Concentracdo letal em 100 uM

Coulter et al., 20067

Odcitos de camundongos
fémeas da linhagem ICR 3

Aumento da guantidade de mitocondrias

Aumento do estresse oxidativo

Aumento das taxas de apoptose precoce

Aumento dos foliculos atrésicos

Reducdo significativa de GVBD (PPD a 50 mg/Kg)

Reducdo dos niveis de ovastacina

Reducdo dos niveis de ATP

Reducdo dos foliculos anterais

Auséncia de corpos polares (ap6s 12 horas de exposi¢do a PPD)

Alteracdes significativas na formacdo do fuso (destruidos) e agregacdo cromossdmica

Alteracdes na distribuicdo de GCs

Alteracdes na distribuicdo da proteina JUNO (irregular ou ausente)

Alteracfes nas mitocondrias (estavam agrupadas ou agregadas)

Menor probabilidade de fertilizacdo

Wang et al., 2022181

Legenda: FLG 1 e 2 - filagrina-1 e 2. EC50 - redugdo da viabilidade celular em 50% do valor maximo. HRIPT - Teste de irritacdo repetida em humanos. EE-IL-1a10 - Interleucina-1 alfa 10 de
Equivalente Epidérmico. CD40 — cluster de diferenciagdo 40. MHC Il - Complexo Principal de Histocompatibilidade Classe Il. GVBD - degradacdo da vesicula germinativa. GCs - granulos

corticais.
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Nos estudos in vitro incluidos nesta revisdo, a PPD foi estuda nas seguintes
células: SV-HUC-1 (4 estudos)®®143161.183 ‘cepas de bactérias Salmonella typhimurium (4
estudos)®"%6:153180 nHHDPCs (1 estudo) 3 PBLs (2 estudos)®®'#?, Cocultura de HaCaT
e THP-1 (1 eStUdO) 1571 HaCaT (ll eStUdOS)SO’117'118’156’157'159’161’164'166’169’179, CHO'kl (2
estudos)*®14 U937 (3 estudos)*461°115% MDCK (2 estudos)'®3* THP-1 (2 estudos)*41°7,
CHL (1 estudo)*®°, V79 (1 estudo)®!, células pulmonares humanas (1 estudo) **°, UROtsa
(1 estudo)®?, eritrocitos de camundongos (1 estudo)'®, fibroblastos de camundongos
BALB/C3T3 (1 estudo) %2, fibroblasto de ratos Wistar (1 estudo)®®, fibroblasto humanos
(1 estudo)'’®, AREc32 (1 estudo)!®’, células do bago de camundongos BALB/c (1
estudo)!’®, C2C12 (1 estudo) 1™#, MUTZ-3 (2 estudos)**%1, cocultura de HaCaT e DCrc
(1 estudo)'*®, células estomacais de ratos Sprague-Dawley (1 estudo)'’?, células hepaticas
de ratos Sprague-Dawley (1 estudo)!’?, células TK6 de linfoblastoides humanos (1
estudo)!’, células XRCC1 " /XPA™ (1 estudo)!’?, cocultura de queratindcitos e células
mononucleares de sangue periférico (5 estudos)8?154158160.183 ‘cocyltura de queratindcitos
e mondcitos (1 estudo)'#’, linfécitos humanos (3 estudos)®7°170 células linfocitarias
sensibilizadas (1 estudo)®®*, EpideDermTM (1 estudo)'®, pele 3D (1 estudo)®?,
equivalentes epidérmicos (1 estudo) 48, glébulos vermelhos humanos (1 estudo)(Naimi
Y, 2016), células dendriticas (1 estudo) ° e o6citos de camundongos fémeas da linhagem
ICR 3 (1 estudo) &,

5.3.2.1 Modelos de células usadas nos estudos in vitro e resultados encontrados

5.3.2.1.1 C¢élulas uroepiteliais humanas (SV-HUC-1)

Huang et al. (2007) investigaram os efeitos da PPD em células uroepiteliais
humanas (SV-HUC-1) e descobriram resultados significativos!*. Eles observaram uma
reducdo dose-dependente na viabilidade celular quando as células foram tratadas com
concentragdes de 2, 5, 10, 20 e 40 g/mL de PPD, com reducges respectivas de 86,59,
72,75, 64,69, 54,66 e 37,28%**%. Além disso, danos ao DNA foram detectados pelo ensaio
Cometa, que revelou um aumento progressivo no comprimento médio de migracdo do
DNA em resposta as doses crescentes de PPD'*3. O estudo também identificou um
aumento de p53 mutante nos nucleos das celulas tratadas (2 a 40 g/mL por 24 h) e de
Cox-2 no citoplasma e membrana nuclear (2, 5, 10, 20 e 40 g/mL)!. Os autores
sugeriram que a PPD pode ser auto-oxidada dentro das células, gerando espécies reativas

de oxigénio e outros radicais livres de curta duragio*®. Essa dindmica pode ser associada
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a carcinogenicidade observada para a PPD, devido aos danos oxidativos ao DNA,

conforme relatado anteriormente?1%211,

Os danos ao DNA foram paralelos ao aumento e acumulo de p53,
correlacionando-se com a incidéncia de quebras de fita de DNA, O estudo destacou o
aumento de COX-2 como um fator relevante, considerando seu papel potencial na

promocdo de caracteristicas pro-carcinogénicas'®.

Este aumento foi previamente
associado a proliferacdo de células malignas da bexiga e progressdo do carcinoma
urotelial da bexiga4*?'2213 Normalmente, a COX-2 apresenta baixa expressdao em
tecidos saudaveis, mas sua ativacdo esta associada a processos inflamatorios e
irritativos'*3, Com base nos achados, os autores sugerem que a PPD pode atuar como
agente carcinogénico em células SV-HUC-1, potencialmente através da via da

ciclooxigenase®®.

Huang et al. (2011) avaliariam os efeitos da PPD, principalmente a inducdo da
capacidade autofagica, em SV-HUC-1'%3  Concentragbes diferentes de PPD
influenciaram altera¢cBes morfoldgicas nas células: 0,018 mM iniciou a perda morfoldgica
tipica e aumento do tamanho celular; 0,046 mM (por 24 h) modificou o formato celular,
tornando-o arrendado, com presenca da vacuolizacdo citoplasmaticas e condensacgédo
nuclear; e 0,37 mM (por 24 h) causou vacuolizacdo citoplasmaticas e o encolhimento
celular'®3, O tratamento das células com PPD também causou um aumento significativo,
de forma dose-dependente, na formacio de autofagossomos com dupla membrana®®?,
Além disso, a substancia aumentou a ativacdo de p-ERK1/2 de forma dose-dependente,
sendo sua expressao maxima observada nas células tratadas com a concentracéo de 0,37

li63

O aumento da p53 também foi observado por Huang e colaboradores,
apresentando uma resposta dose-dependente (0,018, 0,046 e 0,37 mM), com a expressao
maxima encontrada para o tratamento com a concentragdo de 0,37 mM?*®2, Por fim, a PPD
conseguiu aumentar os niveis de reguladores de autofagossomos, as proteinas Beclin-1 e
LC3B (0,018, 0,046 e 0,37 mM por 24h) de maneira dependente da dose'®. O estudo
correlaciona a autofagia nas células SV-HUC-1 com a expressdo aumentada da proteina
p53 e ativacdo de ERK1/2, assim como a formacdo de autofagossomos e acumulo de
Beclin-1 e LC3B, sugerindo que a PPD induz a autofagia celular por meio da sinalizagao
medida por p53 mutante e ERK1/2163,
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Liu etal. (2022) demonstraram que a PPD induz a transicédo epitélio-mesenquimal
(EMT) e ativa a via ERK5/AP-1 nas células SV-HUC-1%. A EMT é um processo crucial
na formacdo de malignidades e de processos na metéstase, pois confere as células a
capacidade de migrar e invadir outros tecidos®®. A ativacio da via ERK5 também esta
associada a regulacao da expressdo génica em tecidos especificos, a progressdo do ciclo
celular e a metéstase, por meio da atividade da NF-kappa B (céncer de coldn) e a
supressdo do receptor de estrogénio, promovendo a tumorogénese (cancer de
mama)?*42'%. O estudo de Liu e colaboradores sugeriu que a ativagio da sinalizagéo
ERK5/AP-1 pela PPD regula positivamente a EMT, o0 que, por sua vez, aumenta a
migragao e a invasdo celular®®. Assim, os autores propdem que esse mecanismo possa ser

responsavel pelo efeito carcinogénico da PPD no cancer de bexiga®®.

5.3.2.1.2 Células normais da papila dérmica do cabelo humano (nHHDPCs)
Lee et al. (2015) avaliaram o efeito de PPD nas celulas normais da papila dérmica
do cabelo humano (nHHDPCs), o que levou a diversos efeitos, entre eles a senescéncia
celular na fase G2, morte celular, aumento de producdo de ROS e efeito apoptotico nas
células da papila dérmica’84. PPD (400 uM) reduziu a proporgao celular nas fases G1/G2,
e, Na mesma concentragio, aumentou a producéo de ROS (50,61%)*8*.

53213 Cocultura de HaCaT e THP-1

A avaliacdo realizada por Karri et al. (2021) do efeito de PPD a cocultura de
HaCaT e THP-1 indicou que a substancia consegue induzir IL-1B, TNF- a e IL-6 € a
liberagdo de I1L-8%7. A IL-1pB € regulada positivamente pela epiderme ap6s a acédo de
sensibilizadores em modelo murino, sendo considerada um marcador Util para avaliacdo
da poténcia de sensibilizacdo da pele!®. Além disso, os dados indicam que a PPD atua
como um pro-/pré-hapteno, cuja ativacdo pode influenciar as respostas inflamatdrias em
modelos celulares®”2%8, Esse processo envolve auto-oxidacio e acilacio enzimatica para
formar monoacetil-PPD (MAPPD) e N,N'-diacetil-PPD (DAPPD) na pele e nos
queratindcitos'®7, A avaliacdo do efeito da PPD apenas na cultura de THP-1 foi
realizada também no estudo de Karri e colaboradores, sendo evidenciado o aumento da
liberagdo de IL-1p e IL-8, como ocorrido na cocultura com HaCaT®®’. Buzzella et al.
(2019) avaliaram os efeitos da PPD em THP-1 e em doses de 31 pg/mL ocorreu a reducao

de viabilidade celular de pelo menos 75%*°.
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53.2.1.4 Células pulmonares de hamster chinés (CHL)

Qin et al. (2018) realizaram a analise dos efeitos da PPD em células pulmonares
de hamster chinés (CHL)!®. A PPD, nas concentragdes finais de 78, 156 e 312 ug/mL,
aumentou o percentual de aberracbes cromossdmicas para 23%, 25% e 22%,
respectivamente!®®. Entre essas alteragbes, foram observadas quebras de cromatides e
cromossomos, fragmentos acéntricos, microcorpos, falhas e cromossomos dicéntricos.
Esses resultados indicam que, mesmo nas menores doses, a PPD pode levar a danos ao

180

DNA de forma néo linear a dose*®”. Os autores sugerem que a PPD pode induzir mutacfes

génicas por meio da induco de aberragdes cromossémicas e danos ao nicleo do DNA,

5.3.2.15 Glébulos vermelhos humanos

Srhayri et al. (2016) avaliaram os efeitos da PPD e poli-PPD na hemolise de
globulos vermelhos humanos’. A hemolise pode ocorrer devido a entrada de agua no
ambiente extracelular hipoténico, e este excesso de &gua enfraguece a membrana
plasmética, ocasionado o seu rompimento e liberado de um conteldo rico em
hemoglobina’. O estudo confirmou que a PPD apresenta um efeito temporario de
estabilizacdo da membrana (aumento da resisténcia em presenca de 5 mg/mL), sem alterar
a condutividade ou o pH do ambiente’®. No entanto, a hemdlise foi completa apds 2 horas
de incubacdo, independentemente da concentragio de PPD ou NaCl”3,

Os pesquisadores atribuiram esses efeitos a alta reatividade quimica da PPD, que
leva a formagéo do polimero poli-PPD até o esgotamento dos mondmeros’®. Em baixas
doses, a reacdo da PPD com os componentes da membrana € limitada, minimizando
alteracdes estruturais, ja em concentracdes mais altas, moléculas monoméricas de PPD
permanecem livres em solucdo e reagem com a membrana causando maior
enfraquecimento’®. O estudo sugere que o polimero poli-PPD contribui para impedir a
penetracao de agua nas hemacias em meio hipoténico, protegendo-as temporariamente da
hemolise’. Essa protecdo foi eliminada quando a polimerizacdo foi bloqueada por
antioxidantes (GSH e BHE) ou o polimero foi fixado, impedindo sua interagdo com o

ambiente’®,

53.2.16 EpideDermTM
Hu et al. (2009) avaliaram os efeitos da PPD (20-1000 uM por 24 h) no tecido
EpideDermTM exposto através do meio de cultura’®?. O estudo indicou uma leve
citotoxicidade depende da dose. Foi observado que, a medida que a concentracdo da PPD

aumentava, a proporcdo de PPD inalterada recuperada no meio de cultura também
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aumentava'®2, No entanto, a analise dos metabdlitos revelou que a concentracdo de
DAPPD diminuiu, devido a saturagdo na conversdo, enquanto a concentra¢do de MAPPD
permanecia constante, indicando que este Ultimo é metabdlito intermediario, e a DAPPD
é 0 metabdlito final*>2, Esses achados sdo consistentes com os resultados relatados por
Nohynek et al. (2005)8.

Os autores sugeriram gque um possivel mecanismo seria a N-acetilacdo da PPD
por N-acetiltransferase (NAT)!®2. Em seres humanos, a isoenzima NAT apresenta duas
formas, NAT 1 e 2, ambas apresentam a capacidade de atuar em aminas aromaticas, que
€ 0 caso da PPD, porém na pele humana apenas a NAT1 mostra atividade catalitica, sendo
descartado o papel de NAT2 nesse mecanismo®®?,

53217 Células dendriticas

O efeito da PPD em células dendriticas (CD) foi avaliado por Coulter et al. (2006),
e foi observado a ativacdo das CD (em concentragdes muito baixas, 5-50 pM), um
aumento da expressdo de CD40, aumento de MHC-II, aumento da proliferacdo de
linfocitos, morte celular (em concentragdes acima de 250 pM) e concentracao letal (100
M) °. Tendo em vista esses resultados, os autores buscaram avaliar a maneira pela qual
a PPD consegue desencadear esses efeitos’®. As CD residentes na pele sdo sentinelas
imunoldgicas e potentes apresentadoras de antigenos (APC), o que torna possivel que
essas células consigam responder de maneira rapida ap0s a exposicdo a alérgenos e
realizar a maturagdo funcional e migracdo em direc&o a linfonodos drenantes’®®. Quando
as CD estdo imaturas apresentam baixos niveis de moléculas coestimuladoras como a
CD40, 80 e 86, evidenciando uma modesta capacidade de ativacdo de células T, e esse
cenario € alterado na presenca de um antigeno que possibilita que as CDs secretem
citocinas e faca a regulagdo positiva das moléculas coestimuladas, aumentando assim a

sua capacidade de ativagdo de células T',

Coulter e colaboradores sugeriram que a reac¢dao imunologica induzida pela PPD
fornece dois sinais diferentes e independentes’”®. O primeiro ocorre por meio da
sinalizagdo independente da dose por via MHC-II, e 0 segundo depende da dose e a
ativacéo tem foco nas células dendriticas’®. Dessa forma, em concentragGes altas de PPD
ocorrem a ativacao transcricional e aumento de CD86 e a inducao da morte celular. Jaem
concentragOes baixas e ndo toxicas da PPD ocorre o aumento de CD40 e MHC-II, gerando
a proliferacdo de linfocitos”®. Um segundo estudo, avaliou a resposta de CD86 na

cocultura de queratindcitos e mondcitos apos a exposicao a diversas concentragdes de
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PPD¥. Na avaliagio ocorreu uma regulacdo positiva de CD86 na concentracdo de 31,25
KM, e para concentragdes acima de 125 pM néo foi possivel o célculo de CD86 devido

ao efeito citotdxico nas células, reduzindo a viabilidade celular**’.

53218 Células T

Skazik et al. avaliaram a reatividade cruzada de células T a composto para-amino,
entres eles a PPD®, O mecanismo de sensibilizacéo e elicitacdo cutanea da PPD com um
pré ou pré-hapteno néo foi esclarecido, porém algumas hipoteses da maneira como ocorre
a sensibilizacdo do organismo a produtos quimicos compostos por pequenas moléculas
foram elaboradas®®14218327  Como conceito tem-se que os haptenos, compostos
quimicamente reativos de molécula pequena, ndo sdo imunogénicos por si, porém elas se
ligam a proteinas ou peptideos que as modificam?®. As proteinas modificadas s&o
processadas e apresentadas como peptideos modificados por haptenos em associacdo com
moléculas de antigeno leucocitario humano para as células T, que sdo capazes de ativa-
las?'®. Além disso, os haptenos sdo frequentemente derivados de produtos quimicos (pro-
haptenos) que ndo sdo quimicamente reativos e precisam ser metabolizados em um
hapteno eletrolitico com propriedades antigénicas!?®. Outro ponto apresentado é que
substancias quimicamente inertes podem se ligar diretamente ao MHC de maneira
independente de processamento, interagirem com os receptores de células T e estimular
células T?%°, Dados indicam que a PPD pode ativar as células T de meméria por meio do
uso de células apresentadoras de antigenos, fixadas com glutaraldeido tornando-a incapaz

de processar??,

5.3.2.1.9 Odcitos de camundongos fémeas

Wang et al. (2022) realizaram o tratamento de camundongos fémeas, da linhagem
ICR3, de 3 semanas de idade com PPD, e ap6s 10 dias encontraram resultados que
evidenciaram alteragBes sobre o6citos dos mamiferos®:. Foram encontrados diversos
efeitos adversos, como aumento do namero de foliculos atrésicos, parada da meiose nos
oocitos sem extrusdo do corpo polar, efeitos toxicos na maturacdo dos odcitos,
cromossomos e 0s fusos desorganizados (levando a destruicdo do citoesqueleto),
alteracdo do padrédo de distribuicdo e da expressdo de ovastacina nos odcitos maduros
(levando ao comprometimento da maturagdo citoplasmatica), alteragdo da capacidade de
ligacdo dos espermatozoides e o status de clivagem da ZP2 (enfraquecimento da
capacidade e probabilidade de fertilizacdo) e presenca de caracteristicas irregulares no

receptor folato 4 (Juno) 8. As alteragGes também ocorreram em mitocondrias dos odcito,
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que se apresentaram agrupadas ou agregadas, reduzindo a producéo e distribuicdo de ATP
de maneira adequada’®l. E por fim, a PPD aumentou os niveis de ROS, o que foi
relacionado a apoptose precoce dos odcitos!®?,

5.3.2.1.10 Linfdcitos humanos

O efeito de PPD em linfécitos humanos foi descrito por trés trabalhos realizados
por Chye e colaboradores, 2008%, Coulter e colaboradores, 2007'°, e Salami, Pourahmad
e Zarei, 2023'7°, Os efeitos relatados foram a presenca de genotoxicidade nas doses de
100 a 500 uM®, presenca de apoptose (27% com 0,8 mM) e necrose celular (10% com
0,8 mM)"° respostas proliferativas entre 0,1 e 50 mM®, repostas inibitorias em
concentragdes acimas de 100 mM°®, colapso dos niveis de glutationa reduzida (0,8 e 1,6
mM apds 4 h)°, aumento dos niveis de glutationa oxidada (0,4, 0,8 e 1,6 mM, apos 2,4
e 6 h)'"°, aumento da caspase-3 (0,8 mM apds 12 h)'’°, aumento da secrecdo de
interleucinas (4, 5 e 13)’°, aumento da secre¢do de TNF-o, MIP-10, MIP-1B, RANTES,
IFN-y (0,4 mM em 24 h) e TBARS (0,8 e 1,6 mM, ap6s 6 h)®*17°, aumento dos niveis de
ROS (0,8 e 1,6 mM, respectivamente ap6s 4 e 6 h) 1'% e reducéo da viabilidade celular
(1C50 de 0,8 mM apds 12 h)! e reducdo significativa no potencial de membrana (1,6

mM) apds 2 h de tratamento'’®,

Coulter et al. (2007) analisaram linfocitos de pacientes sensibilizados por PPD e
voluntarios ndo sensibilizados, expondo-os a PPD e BB®°. Os autores sugeriram que a
PPD pode se ligar diretamente ao complexo principal de histocompatibilidade ou ao
receptor de células T, contribuindo para a resposta imunolégica associada a dermatite de

contato® .

Salerno et al. (1995) sugeriram que células T produtoras de IL-4 podem
desempenhar um papel importante na patologia tecidual??2. Complementando essa
observacao, Asherson et al. (1996) e Neis et al. (2006) detectaram altos niveis de IL-4 e
IL-13 em bidpsias de pele de pacientes alérgicos??®??4, Da mesma forma, Sieben et al.
(2002) relataram um aumento na secrecéo de IL-4 e IL-5 por células T reativas a PPD e
BB em pacientes alérgicos a tinturas de cabelo, resultados corroborados pelo estudo de
Coulter e colaboradores®®?2L, Além disso, clones de células T estimularam um aumento
na producdo de TNF-a, citocina associada a processos inflamatorios, como a dermatite
de contato®. Os niveis elevados de TNF-o e IL-13 também tém sido observados em

doencas imunoldgicas, incluindo lGpus eritematoso sistémico e artrite reumatoidg®°225226,
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Salami et al. (2023) buscaram justificar a presenca da necrose celular e apoptose
apos a exposicdo a PPD?, Um dos mecanismos propostos para justificar essa situagéo é
por meio da formacdo de espécies reativas de oxigénio'®1’ isso ocorreu no estudo de
Salami e colaboradores, sendo também evidenciado que este aumento ocorre dependente
do tempo'’. Outros estudos indicam que ROS consegue gerar o colapso da membrana
mitocondrial e causar a liberagdo do citocromo C, que possibilita a clivagem da caspase-
3, ocasionando a apoptose celulart’®. Além disso, diversos estudos indicaram que o
principal local em que ocorre a oxidacdo da PPD é na mitocondria, mais precisamente no
sistema citocromo C/citocromo oxidase????, Dessa maneira, a PPD consegue reduzir o

transporte de elétrons da cadeia respiratoria e afeta na entrega de ATP170.229,

5.3.2.1.11 Cocultura de queratinécitos e células mononucleares de sangue
periféricos

A cocultura de queratindcitos e células mononucleares de sangue periféricos
(CMSPs) quando exposta a PPD evidenciou uma forte reatividade!®® e o aumento de
CD124+ em linfécitos'®®, aumento da expressdo de CD44 em linfocitos!®® e aumento da
concentracdo de interleucinas (IL-4, 1L-13 e IL-22)8%, QOcorreu uma divergéncia de
resultados relacionados ao IFN-y, Gibson e colaboradores (2015)*® descreveram um
aumento de IFN-y e Frombach e colaboradores (2018) descreveram uma reducéo de IFN-
y. A ocorréncia do aumento da expressdo de CD124, receptor de IL-4, se correlaciona
com o aumento da presenca de IL-4 durante a exposi¢do a PPD que ocorreu de maneira
dose dependente, sugerindo um papel funcional desse sistema para a sensibilizacdo in
vitro'®, O aumento de CD44 ocorreu devido a mudanca de linfcitos de uma populagéo
de CD44dim para CD44bright, o que € consistente com a ativacdo e sensibilizacdo de
células T imaturas . Frombach et al. (2018) relataram que 0 IFN-y diminui de forma
dose dependente, porém os autores concluiram que novos estudos deveriam ser realizados

para avaliar a correlagio dessa redugdo com o aumento de 1L-460,

O aumento da secrecdo de IL-22, encontrado por Gibson et al. (2015), est4
amplamente associado a reagdes imunoldgicas na pele, ao aumento da inflamacéao cutanea
e a proliferacdo de queratindcitos!® %233 Em pacientes com psoriase e dermatite de
contato alérgica, foi observado um aumento de [L-22'%8230-232 O aumento de
biomarcadores, como IL-22, IL-13 e IFN-y, esté vinculado & sensibilizacdo de células T

especificas de antigeno em pacientes com dermatite de contato alérgica®®®,
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5.3.2.1.12  Células mioblasticas de camundongo (C2C12)

As células mioblasticas de camundongo (C2C12) quando expostas a PPD
apresentaram uma reducdo na producdo de ATP, um metabolismo energético menos
ativo, reducéo da viabilidade celular e inducao de apoptose, o0 que € sugerido por de Mas
et al. (2017) como associacdo com a rabdomidlise observada nas célulast’*. A ocorréncia
de rabdomiodlise também foi justificada pelos achados da presenca da interrupcéo da
glicdlise provada por PPD pode ter levado a deplegdo de ATP, acumulo de ions de calcio,
baixa atividade dos canais de calcio depende de ATP, sendo mais um sinal da ocorréncia

de rabdomidlisel’.

5.3.2.1.13  Células epiteliais humanas (HaCaT)

As células epiteliais humanas (HaCaT) tém sido amplamente estudadas por
diversos autores com o0 objetivo de compreender os efeitos da PPD nessas
célulag®0-117.118,156,157,159,161,164,166,169.179 ' g efeitos encontrados foram diversos, como dano
lipoperoxidativol!’, dano oxidativo ao DNAM efeito citotdxico>118:166179
desestabilizacdo lisossomica'®®, perda do potencial de membrana mitocondrialt®®16¢,
liberago de IL-1p e IL-87, aumento da ativagio de caspases'®®, aumento dos niveis de
ROS ap6s 1 hora de tratamento combinado com perdxido de hidrogénio®®®, reducéo da

viabilidade celular®®118.159.164 “antre outros.

5.3.2.1.14 Fibroblastos de ratos Wistar

Seydi et al. (2018) avaliaram os parametros de toxicidade da PPD, incluindo
estresse oxidativo, dano mitocondrial e lisossdmico, e apoptose nos fibroblasto de ratos
Wistar!®®, Foi observado que a PPD causou danos & membrana lisossomal, aumento da
liberacdo da enzima lactato desidrogenase, e um aumento de ROS (nas concentracfes de
50, 100 e 150 uM e nos tempos de 6, 12 e 18 h) %8, Além disso, foi observada a elevacio
do potencial de membrana mitocondrial, lipoperoxidagéo e a liberagdo do citocromo C
das mitocdndrias (100 uM), além da presenca de citotoxicidade, evidenciada pela reducéo
da viabilidade dos fibroblastos tratados com PPD nas concentragdes de 50, 100 e 150
leGB.

Assim como apresentado acima, em células uroteliais humanas (UROtsa) a PPD
levou a geracdo de ROS, disfungdo mitocondrial por perda do potencial de membrana
mitocondrial, aumento do nimero de células haploides na fase sub-G1, aumento do nivel

de caspase-3 e reducdo da viabilidade celulart®?,
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As ROS sdo bem conhecidas por causarem danos celulares, induzirem apoptose e
aumentarem a lipoperoxidag&o®®. Seydi e colaboradores também relataram que a via
mitocondrial € particularmente suscetivel aos ataques das ROS nos fosfolipidios, o que
resulta na reducdo do potencial de membrana mitocondrial*>®'%8, Esse processo leva a

ativacio de fatores apoptoticos e a sinalizagdo da apoptose®®168,

Além disso, a PPD foi capaz de aumentar a liberacdo de citocromo C, sugerindo
que ela afeta a permeabilidade mitocondrial. O estresse oxidativo provoca a formagéo de
poros nessa membrana, permitindo a saida do citocromo C e a inducdo da apoptose

celulart®8234,

5.3.2.1.15 Células renais de cdes Mardin-Darby (MDCK)

Células renais de cdes Mardin-Darby (MDCK) foram cultivadas em meio com
doses crescentes de PPD para avaliar sua citotoxicidade e mutagenicidade em estudo
realizado por Chen et al. (2006 e 2010)¢%. Observou-se que a PPD reduziu a viabilidade
celular de maneira depende do tempo, efeito que foi revertido com a adicdo de
antioxidantes, como a vitamina C e E, e com inibidores de caspase-8 e caspase-9634, A
inducdo de danos ao DNA foi detectada na concentragéo de 37,5 pg/mL de PPD, de forma
também dependente do tempo!®3. Esses danos foram inibidos pela presenca dos
antioxidantes (vitamina C e E), e potencializados quando a PPD foi oxidada com peréxido

de hidrogénio®®=34,

Vale destacar que, na concentracdo de 37,5 pug/mL, a PPD provocou um leve
aumento de ROS ap6s 1 hora de tratamento nas células MDCK®®. Apés 2 horas, 0s niveis
de ROS duplicaram em comparacdo as células ndo tratadas, mas reduziram ap6s 3 horas
de tratamento'®. Esses achados indicam que a PPD induz danos ao DNA, aumento da
condensacédo da cromatina e fragmentacdo nuclear por meio da producdo de ROS, como
observado em outros modelos celulares mencionados anteriormente®. O percentual de
integridade da membrana também foi avaliado usando a PPD em diversas concentragdes,
sendo que na concentracdo de 12,5 pg/mL reduziu 66,395%, em 25 pg/mL reduziu
58,72%, em 37,5 pg/mL reduziu 59,36% e em 50 pg/mL reduziu 45,59%34. Os autores
também relataram que o aumento nos niveis de ROS resultou na perda do potencial de
membrana mitocondrial, na liberag&o do citocromo C, na ativacdo de caspases e indu¢ao

da apoptose, corroborando com estudos anteriores*.
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Além da via de apoptose por ROS, os autores observaram que a PPD pode atuar
por meio da via de sinalizacdo que ocasiona na ativagdo de caspases'®. Isso ocorreu a
partir da observacéo de que 37,5 pg/mL de PPD aumentam os niveis de caspases 8 e 9
ap6s 6 horas de tratamento®®. Dessa maneira, ocorre a mediagdo de receptores pro-
apoptoticas (caspase-8) e iniciadoras (caspase-9) pela via mitocondrial ou intrinseca, e
ambas realizam a ativagio da caspase 3/7 levando a apoptose'®. Além disso, os autores
demonstraram que esses efeitos ocorrem em concentragfes inferiores a aquelas

encontradas em tinturas de cabelo®®.

A andlise morfologica das MDCK tratadas com PPD revelou alteracdes
significativas®*. Apos a incubagdo com 12,5 pg/mL, observou-se perda da morfologia
tipica e aumento no tamanho das células®*. Quando as células foram tratadas com 25
pg/mL por 24 horas, ocorreu o arredondamento das células, acompanhado de
condensagdo nuclear®®. Na concentragio de 37,5 pg/mL por 24 horas, foi notada
vacuolizacdo citoplasmatica, e, com 50 pg/mL por 24 horas, houve encolhimento celular

e vacuolizagdo citoplasmatica3.

5.3.3 CARACTERISTICAS DOS ENSAIOS CLINICOS NAO
RANDOMIZADOS INCLUIDOS NA REVISAO

Os efeitos toxicos da PPD descritos nos ensaios clinicos ndo randomizados estéo

apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Efeitos relatados para a PPD em ensaios clinicos ndo randomizados.

ESTUDO CLINICO NAO RANDOMIZADO

ESTUDO EFEITO REFERENCIA
Reacdes positivas no teste de alergia em 30 minutos, 1 e 24 horas em pacientes previamente sensibilizados a PPD com teste de Jowsey et al., 2006128
contato de (+++)

Reacdes positivas no teste de alergia apds24 horas em pacientes previamente sensibilizados a PPD com teste de contato de (++) Jowsey et al., 20068
Lis et al., 1998

Reacdo positivas em teste de contato Skazik et al., 2008183
Blomeke et al., 200813!
Lis et al., 199812

. . - Skazik et al., 200883

Elicitacdo da dermatite de contato alérgica Blomeke et al., 2008131

Basketter et al., 2016130
Humanos

Presenca de reacdo cruzada com benzoquinona, para-aminodifenilamina, para-aminofenol, para-toluenodiamina, mentol e
benzocaina

Lis et al., 199812

RNA-seq demonstrou a down-regulation de proteinas de juncdo apertada e da camada cdérnea na pele de pacientes com DCA grave

Expressdo de CLDN1, CLDN8, CLDN11, CLMP, ocludina, MAGI1 e MAGI2 foi down-regulada em pacientes com DAC grave

Expressdo de CLDN1 e CLMP foi down-regulation em cabeleireiros ndo responsivos e pacientes com DAC leve

Expressdo de FLG1, FLG2 e loricrina foi down-regulation em individuos com DAC

Down-regulation de CLDN1e FLG1e 2

Pacientes com DAC apresentaram reagdes que variaram de leve inchago e vermelhiddo a formagao de bolhas severas (+++) seguida
por necrose

Presenca de sinais inflamatérios (eritema, espessamento da pele, pdpulas inflamatdrias) foram visiveis no D2 e aumentando no D4

Meisser et al., 2019182

Legenda: DAC — dermatite de contato aguda. CLDN1, 8 e 11 - claudina-1, 8 e 11. CLMP — proteina similar ao receptor de coxsackievirus e adenovirus .

guanilato associada a membrana 1. FLG 1 e 2 - filagrina-1 e 2.

MAGI1 - proteina inibidora de quinase
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Jowsey e colaboradores investigaram as caracteristicas da resposta de elicitacdo a
PPD ap0s a exposicdo de pacientes a tinturas permanente completas, composta por PPD
como intermediario primario e componentes oxidantes!?®®. A PPD, amplamente
reconhecida como um forte sensibilizador, foram predominantemente responsaveis pela
DAC!28139.145149.178 'Eqqq alergia é facilmente identificada por meio de teste de contato
com 1% de PPD, concentracdo suficiente para provocar reacfes bolhosas ou
erosivast?®2®, No entanto, recomenda-se precaucdo ao realizar o teste em pacientes
previamente sensibilizados por tatuagens de hena preta?®2%, Nesses casos, a exposi¢io
deve comecar com 00,1% de PPD, aumentando gradualmente a concentracdo, caso

nenhuma reacéo seja observada durante a leitura®?®2%,

No estudo, os participantes foram divididos conforme a sensibilidade observada
em testes prévios e expostos a duas tinturas diferentes, tintura A com 0,5% de PPD e
tintura B com concentracgdo desconhecida de PPD'%8, O grupo 1 apresentou reagao aos
testes de contato (+), 0 grupo 2 (++) e o grupo trés (+++)'%, No grupo trés, ambas as
tinturas provocaram reacdes positivas em 30 minutos, 1 hora e 24 horas'?®. Ja no grupo
2, as duas tinturas induziram reacdes positivas apds 24 horas de exposicio a PPD*?, Esses
dados evidenciam a relacdo direta entre o tempo de exposicao e a resposta em pacientes
previamente sensibilizados ao componente, ressaltando a importancia de prevenir novas

exposicoes'?,

Lis et al. avaliaram o potencial de sensibilidade cruzada na DAC para substancias
quimicas relacionadas por um determinante antigénico em comum, por meio da exposicao
de pacientes sensibilizados a PPD a diversos componentes'?®. Avaliando o potencial
toxico a PPD, todos os participantes do estudo apresentaram reacdes de sensibilidade a
PPD?°, Além disso, observou-se que pacientes sensibilizados a PPD podem apresentar
reacOes de sensibilidade cruzada a benzoquinona em diversas concentragdes: 1% causou
12 reacdes irritantes, 0,5% provocaram 7 reaces irritantes, 0,2% resultaram em 5 reac6es
de irritacio e 0,1% levaram a 3 reagOes positivas'?®. Reacdes positivas também foram
observadas para outros compostos, como para-aminodifenilamina (11 reagdes positivas),
para-aminofenol (6 reagdes positivas), para-toluenodiamina (6 rea¢6es positivas), mentol
(5 reagBes positivas) e benzocaina (2 reacdes positivas) *2°. Esses resultados sugerem que
a sensibilizacdo a PPD pode aumentar a susceptibilidade dos pacientes a reacfes de

sensibilidade cruzada com diversos outros compostos*?®,
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Skazik et al. investigaram a reacdo a PPD em 13 pacientes (10 mulheres e 3
homens) por meio do teste de contato!®. Desses, 8 pacientes apresentaram reagio
moderada (++) e 5 apresentaram reacéo forte (+++) a PPD®, Esses dados sugerem que
a PPD tem uma boa capacidade de provocar respostas de sensibilidade em pacientes, com
uma predominancia de reacdes moderadas e fortes, o que reforca a relevancia da PPD

como um alérgeno significativo em casos de DAC!3,

Blomeke et al. analisaram a exposi¢do cutanea de PPD e seus dois derivados
acetilados (MAPPD e DAPPD) em 455 individuos (273 mulheres e 182 homens) com o
intuito de avaliar a elicitacdo aos derivados acetilados formados pela atividade da enzima
N-acetiltransferase 1 na pele’’*3!. PPD, MAPPD e DAPPD foram preparados a 1% em

petrolato, e a exposicdo foi acompanhada nos dias 2, 3 e 4 (D2, D3 e D4)1%,

Dos 455 individuos, 16 (3,5%) apresentaram teste de contato positivo a PPD;
nenhum paciente reagiu a MAPPD, e apenas 1 teve teste positivo para DAPPD®, Entre
0s pacientes que apresentaram resposta a PPD, 2 tiveram resultados de reacéo fraca (+),
10 tiveram reacdo moderada (++), e 4 reacdes fortes (+++)'3L. O paciente que testou
positivo para DAPPD apresentou reacio moderada (++)*3L,

Tais resultados evidenciam que os derivados acetilados da PPD, em geral, ndo
apresentam uma capacidade de reativar as células T especificas para PPD*3L. Esse achados
levantam a hipétese de que a acetilacdo rapida possa reduzir a quantidade de PPD
disponivel no organismo, funcionado como um mecanismo para diminuir tanto da

sensibilizacdo e quando a intensidade da resposta alérgica®:.

Basketter et al. investigaram se a vitamina C, um antioxidante, poderia reduzir a
disponibilidade da PPD e seus derivados, minimizando os efeitos indutores e a elicitacdo
de reacdes alérgicas™. A hipdtese baseou-se em estudos prévios que indicaram o papel

crucial dos processos oxidativos na pele nos efeitos toxicos da PPD30.131.221,

O estudo contou com 28 voluntarios com histérico de alergia de contato a produtos
de tintura capilar, diagnosticados previamente por meio do teste de contato positivo com
PPD a 1% em petrolato®®. Durante o experimento, os testes foram realizados nas costas
dos participantes, e incluiram aplicacdo de PPD em concentracdes de 1%, 0,5% e 0,1%
em petrolato; tintura capilar contendo 1% de PPD; e base de tintura capilar sesm PPD¥,
As aplicacbes foram feitas na mesma area da pele, dividindo-se um lado para o pré-

tratamento com vitamina C e o outro lado sem o pré-tratamento®3°,
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130 Os resultados mostraram

As éareas tratadas foram avaliadas ap6s 48 e 96 horas
que a vitamina C conseguiu inibir a elicitacdo de dermatite alérgica de contato provocada
pela PPD em 70 a 80% das reacOes, independente da intensidade (0, +, ++ e +++),
destacando essa como uma estratégia promissora para a reducdo de DAC em individuos

sensibilizados¥°,

Meisser et al. realizaram a investigacdo dos efeitos da exposicdo da PPD na pele
de individuos expostos ocupacionalmente, com presenca ou auséncia de sintomas clinicos
por meio do acompanhamento da expressdo de proteinas do estrato corneo (SC) e das
juncdes de ocluséo (TJ) 82, Conforme mencionado, a exposicdo a PPD leva a reacdes de
DAC, eczema, coceira, vermelhiddo, inchago, presenca de vesiculas, em casos mais
severos a exposi¢ao a tintura de cabelo contendo a substancia pode levar ao inchaco facial

e obstrucdo das vias respiratdrias sendo necessaria a hospitalizagio822362%,

Na Europa, juntamente com a dermatite de contato irritativa, a DAC é uma das
doencas ocupacionais mais prevalentes, o que leva a impactos econdmicos e perda da
produtividade!®223’ Os profissionais que mais sio acometidos s&o os cabeleireiros por
serem expostos com frequéncia a componentes alérgenos e irritantes!8223’ Além do mais,
estudos evidenciam que apenas duas exposi¢cdes sdo o suficiente para sensibilizacdo a
PPD, devido ao fato de ser um sensibilizador e alérgeno forte!822%8239  Apenas 0,8% da
populacdo geral europeia ¢ sensibilizada a PPD*2240, Entretanto, dados coletados pela
Information Network of Departments of Dermatoloy (2007 — 2012) evidenciaram que
20%, de 814 cabeleireiros testados, apresentavam DAC pela PPD®2, O contato a
substancia ndo ocorre apenas no momento da tintura capilar, mas também ocorre durante

o corte de cabelos recém-tingidos ou contaminaco no ambiente de trabalho!®224,

A barreira cutanea é a primeira linha de defesa dos humanos contra poluentes,
alérgenos e patogenos'®. Essa barreira apresenta queratindcitos, lipidios, ions e peptideos
antimicrobianos para protecdo da microbiota da pele e para evitar a colonizagdo por
patdgenos'®242, Os queratindcitos selam a camada epidérmica do meio ambiente por
meio da TJ, caso ela e as proteinas do SC estejam danificadas, ou com alguma disfuncéo,
ocorre a propiciagdo de doencas alérgicas na pele!®224 Em pacientes com a pele
lesionada com dermatite atépica, as proteinas da familia TJ (claudina-1, 8 e 23)
apresentam niveis reduzidos®?244245 Estudos indicam que a ocorréncia de polimorfismo

no gene da claudina-1 esta associada ao aumento de sensibilizacdo a alérgenos de contato,
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como a PPD8224¢_Além do mais, paciente com dermatite atopica, apresentam a expressao

reduzida e mutaco de genes da filagrina 1 e 2182.247-250,

No estudo de Meisser e colaboradores, 10 pacientes com DAC e 11 cabeleireiros
sem DAC foram submetidos a teste de contato com PPD (20 mg de 1% de PPD em
vaselina) aplicada por via topica, e a avaliagdo ocorreu nos dias 2 e 4 (D2 e D4) 182, O
estudo demonstrou que a expressdo de CLDN1 e CLMP foram reduzidas em casos de
DAC leve e grave'®. Em individuos ndo respondedores a claudina-1, filagrina-1 e 2
estavam reduzidas®®?. A juncio desses dados sugere que a regulagio negativa de CLDN1
e CLMP ocorre pela exposicdo a PPD, e a desregulacdo das proteinas de TJ ocorrem
devido a resposta a inflamago subsequente!®,

54 RISCOS DE VIES
5.4.1 ESTUDOS IN VIVO

Foram incluidos nessa revisdo trinta e oito artigos classificados como estudos in
vivo. Para a avaliacdo do risco de viés desses artigos, foi utilizado o checklist do
SYRCLE!?®, A ferramenta é dividida em seis dominios de analise, que incluem ao todo
dez questdes de sinalizacdo'?®. Com base na analise desses dominios, demonstrada na
tabela abaixo, foi gerado um grafico que permitisse a comparacao das respostas de cada

artigo em seus respectivos dominios (Figura 4) .
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Tabela 4. Andlise do risco de viés dos estudos in vivo (continua).

Risco de viés do SYRCLE para estudos in vivo (adaptado)

Selecéo Desempenho Deteccéo Atrito Relato Outros .
Estudos Viés
Qs1 Qs2 Qs3 Qs4 Qs5 Qs6 Qs7 Qs8 Qs9 Qs10

Ll%%e&gl., 05 1 0,5 05 0,5 05 05 1 1 0,5 Meédio risco
Wad;ggSelt al., 05 1 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 05 0,5 05 Meédio risco
Matlhgugr;éal., 05 05 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0 0,5 0,5 Alto risco
Munlcgggf} al., 05 05 05 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 Meédio risco
nggggl., 05 1 05 05 0,5 05 0,5 1 1 0,5 Médio risco

Legenda: QS1 - A sequéncia de alocagéo foi gerada e aplicada adequadamente? QS2- Os grupos eram semelhantes na linha de base ou foram ajustados para fatores de confusdo na analise? QS3 - A alocacéo para os diferentes grupos foi adequadamente
ocultada durante? QS4 - Os animais foram alojados aleatoriamente durante o experimento? QS5 - Os cuidadores e/ou investigadores foram cegados do conhecimento de qual intervengéo cada animal recebeu durante o experimento? QS6- Os animais
foram selecionados aleatoriamente para avaliagéo de resultados? QS7 - O avaliador de resultados foi cegado? QS8 - Os dados de resultados incompletos foram abordados adequadamente? QS9 - Os relatérios do estudo estéo livres de relatérios de
resultados seletivos? QS10 - O estudo estava aparentemente livre de outros problemas que poderiam resultar em alto risco de viés? 140. Para cada pergunta, as possiveis respostas séo: Sim (1), Incerto (0,5) e Néo (0)
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Tabela 4 — Analise do risco de viés dos estudos in vivo (continuacgao).

Risco de viés do SYRCLE para estudos in vivo (adaptado)

Selecéo Desempenho Deteccéo Atrito Relato Outros
Estudos Viés
Qs1 QSs2 QS3 QsS4 QS5 QS6 Qs7 QS8 QSs9 Qs10
EI-AzrgiZ ;ag al., 05 1 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 05 0,5 05 Médio risco
Rma;nggg;t al., 05 1 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 1 1 0,5 Médio risco
Bonze(f)%lgnezt al., 05 1 05 05 05 05 0,5 1 1 05 Meédio risco
Burlng;geztlal., 05 05 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 05 05 05 Meédio risco
Bhazrglllzitgal., 05 1 05 1 05 0,5 0,5 1 1 0,5 Médio risco
Li et al., 19951 0,5 1 0,5 0,5 0,5 0,5 1 1 1 0,5 Médio risco

Legenda: QS1 - A sequéncia de alocagdo foi gerada e aplicada adequadamente? QS2- Os grupos eram semelhantes na linha de base ou foram ajustados para fatores de confusao na analise? QS3 - A alocagao para os diferentes grupos foi adequadamente
ocultada durante? QS4 - Os animais foram alojados aleatoriamente durante o experimento? QS5 - Os cuidadores e/ou investigadores foram cegados do conhecimento de qual intervengao cada animal recebeu durante o experimento? QS6- Os animais
foram selecionados aleatoriamente para avaliagdo de resultados? QS7 - O avaliador de resultados foi cegado? QS8 - Os dados de resultados incompletos foram abordados adequadamente? QS9 - Os relatérios do estudo estdo livres de relatérios de
resultados seletivos? QS10 - O estudo estava aparentemente livre de outros problemas que poderiam resultar em alto risco de viés? 140. Para cada pergunta, as possiveis respostas sao: Sim (1), Incerto (0,5) e Nao (0)
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Tabela 4 — Analise do risco de viés dos estudos in vivo (continuacgao).

Risco de viés do SYRCLE para estudos in vivo (adaptado)

Selecéo Desempenho Deteccao Atrito Relato Outros
Estudos Viés
Qs1 Qs2 QS3 QsS4 QS5 Qs6 Qs7 QS8 QSs9 Qs10
Xieetal, 05 1 1 05 05 05 05 1 1 05 Médio risco
20000140 1 1 1 1 l l
Stenbéck le;t7al., 05 05 05 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 Meédio risco
19766
Soler-Niedziela s
etal., 1991104 05 05 0,5 05 05 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 Médio risco
Viswanathan et ST
al., 198568 05 05 0,5 0,5 05 0,5 05 05 0,5 05 Meédio risco
Rubin et al., s
65 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 1 1 1 0,5 Meédio risco
2010
Bhazrg'l'ziﬁa"’ 05 1 05 1 05 05 05 1 1 05 Médio risco

Legenda: QS1 - A sequéncia de alocagéo foi gerada e aplicada adequadamente? QS2- Os grupos eram semelhantes na linha de base ou foram ajustados para fatores de confusdo na analise? QS3 - A alocacéo para os diferentes grupos foi adequadamente
ocultada durante? QS4 - Os animais foram alojados aleatoriamente durante o experimento? QS5 - Os cuidadores e/ou investigadores foram cegados do conhecimento de qual intervengdo cada animal recebeu durante o experimento? QS6- Os animais
foram selecionados aleatoriamente para avaliagdo de resultados? QS7 - O avaliador de resultados foi cegado? QS8 - Os dados de resultados incompletos foram abordados adequadamente? QS9 - Os relatérios do estudo estdo livres de relatérios de
resultados seletivos? QS10 - O estudo estava aparentemente livre de outros problemas que poderiam resultar em alto risco de viés? 140. Para cada pergunta, as possiveis respostas sao: Sim (1), Incerto (0,5) e Nao (0)
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Tabela 4 — Analise do risco de viés dos estudos in vivo (continuacgao).

Risco de viés do SYRCLE para estudos in vivo (adaptado)

Selecéo Desempenho Deteccao Atrito Relato Outros
Estudos Viés
Qs1 Qs2 QS3 Qs4 QS5 QSs6 Qs7 Qss8 QSs9 QS10
Abd-Elzaher et . .
al., 20123 0.5 1 0,5 1 05 0,5 05 1 1 1 Baixo risco
Garrllgggl% b 0.5 1 05 05 05 05 05 05 05 05 Meédio risco
Hag%/ggalgt al., 05 05 0,5 05 0,5 05 05 05 05 05 Médio risco
Tg—oolgggl., 05 1 05 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 Meédio risco
Qinetal, 05 1 05 05 05 05 05 05 05 05 Médio ri
2018180 ! ' ) ) ) ) ) ) , édio risco
Katsumi et al., e .
1982100 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 1 1 0,5 Meédio risco

Legenda: QS1 - A sequéncia de alocagdo foi gerada e aplicada adequadamente? QS2- Os grupos eram semelhantes na linha de base ou foram ajustados para fatores de confusao na analise? QS3 - A alocagao para os diferentes grupos foi adequadamente
ocultada durante? QS4 - Os animais foram alojados aleatoriamente durante o experimento? QS5 - Os cuidadores e/ou investigadores foram cegados do conhecimento de qual intervencéo cada animal recebeu durante o experimento? QS6- Os animais
foram selecionados aleatoriamente para avaliacéo de resultados? QS7 - O avaliador de resultados foi cegado? QS8 - Os dados de resultados incompletos foram abordados adequadamente? QS9 - Os relatérios do estudo estéo livres de relatérios de
resultados seletivos? QS10 - O estudo estava aparentemente livre de outros problemas que poderiam resultar em alto risco de viés? 140. Para cada pergunta, as possiveis respostas sao: Sim (1), Incerto (0,5) e Nao (0)
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Tabela 4 — Analise do risco de viés dos estudos in vivo (continuacgao).

Risco de viés do SYRCLE para estudos in vivo (adaptado)

Selecéo Desempenho Deteccéo Atrito Relato Outros
Estudos Nota
Qs1 QS2 QS3 QsS4 QS5 QSs6 QS7 Qs8 QSs9 QS10
Funchetal, 05 05 05 05 05 05 05 05 05 1 Médio ri
2023173 ' ' ' ' ' ' , , ) édio risco
Bharali et al., 05 1 05 05 05 05 05 1 1 05 Médio risco
2009
Kashima et al., 05 1 1 05 05 05 05 1 1 05 Médio risco
1996
Farrell et al., e
175 0,5 1 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 1 1 Médio risco
2008
Jenetal, 05 1 05 05 05 05 05 1 1 05 Médio risco
2023
Kitchin et al., .
1993313 0,5 1 0,5 0,5 0,5 0 0,5 0 0 0,5 Alto risco

Legenda: QS1 - A sequéncia de alocagdo foi gerada e aplicada adequadamente? QS2- Os grupos eram semelhantes na linha de base ou foram ajustados para fatores de confusdo na analise? QS3 - A alocagao para os diferentes grupos foi adequadamente
ocultada durante? QS4 - Os animais foram alojados aleatoriamente durante o experimento? QS5 - Os cuidadores e/ou investigadores foram cegados do conhecimento de qual intervencéo cada animal recebeu durante o experimento? QS6- Os animais
foram selecionados aleatoriamente para avaliagdo de resultados? QS7 - O avaliador de resultados foi cegado? QS8 - Os dados de resultados incompletos foram abordados adequadamente? QS9 - Os relatérios do estudo estdo livres de relatérios de
resultados seletivos? QS10 - O estudo estava aparentemente livre de outros problemas que poderiam resultar em alto risco de viés? 140. Para cada pergunta, as possiveis respostas sao: Sim (1), Incerto (0,5) e Néo (0)
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Tabela 4 — Analise do risco de viés dos estudos in vivo (continuacgao).

Risco de viés do SYRCLE para estudos in vivo (adaptado)

Selecéo Desempenho Deteccéo Atrito Relato Outros ]
Estudos Viés
Qs1 Qs2 QsS3 QsS4 QS5 Qs6 Qs7 QS8 Qs9 Qs10
Kallgsgseisgl., 05 05 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 05 0,5 05 Médio risco
Svalgaar%%t al., 05 1 05 05 0,5 05 0,5 1 1 1 Médio risco
2014
Bhazrglllzeztsal., 05 1 0,5 05 0,5 05 0,5 1 1 0,5 Meédio risco
Roztgilelggl., 0 05 0,5 05 0,5 0,5 0,5 0,5 1 1 Meédio risco
de Mas %al., 05 1 05 1 0,5 0,5 0,5 1 1 05 Meédio risco
2017
W;ggze};"-' 0 05 05 05 05 05 05 05 1 1 Meédio risco

Legenda: QS1 - A sequéncia de alocagéo foi gerada e aplicada adequadamente? QS2- Os grupos eram semelhantes na linha de base ou foram ajustados para fatores de confusdo na analise? QS3 - A alocacéo para os diferentes grupos foi adequadamente
ocultada durante? QS4 - Os animais foram alojados aleatoriamente durante o experimento? QS5 - Os cuidadores e/ou investigadores foram cegados do conhecimento de qual intervencéo cada animal recebeu durante o experimento? QS6- Os animais
foram selecionados aleatoriamente para avaliagdo de resultados? QS7 - O avaliador de resultados foi cegado? QS8 - Os dados de resultados incompletos foram abordados adequadamente? QS9 - Os relatérios do estudo estdo livres de relatérios de
resultados seletivos? QS10 - O estudo estava aparentemente livre de outros problemas que poderiam resultar em alto risco de viés? 140. Para cada pergunta, as possiveis respostas sao: Sim (1), Incerto (0,5) e Nao (0)
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Tabela 4 — Analise do risco de viés dos estudos in vivo (continuacgao).

Risco de viés do SYRCLE para estudos in vivo (adaptado)

Selecéo Desempenho Deteccao Atrito Relato Outros y
Estudos Viés
Qs1 Qs2 QS3 QsS4 QS5 QS6 Qs7 QS8 QS9 QS10

Arafa etal., 0 1 05 05 05 05 05 1 1 1 Médio risco
2020

OHetal, 05 1 05 1 05 05 05 1 1 05 Médio risco
2018

De Boeck a2l 05 1 05 05 05 0,5 05 1 1 1 Meédio risco

Legenda: QS1 - A sequéncia de alocagdo foi gerada e aplicada adequadamente? QS2- Os grupos eram semelhantes na linha de base ou foram ajustados para fatores de confusdo na analise? QS3 - A alocagao para os diferentes grupos foi adequadamente
ocultada durante? QS4 - Os animais foram alojados aleatoriamente durante o experimento? QS5 - Os cuidadores e/ou investigadores foram cegados do conhecimento de qual intervengdo cada animal recebeu durante o experimento? QS6- Os animais
foram selecionados aleatoriamente para avaliagéo de resultados? QS7 - O avaliador de resultados foi cegado? QS8 - Os dados de resultados incompletos foram abordados adequadamente? QS9 - Os relatérios do estudo estéo livres de relatérios de

resultados seletivos? QS10 - O estudo estava aparentemente livre de outros problemas que poderiam resultar em alto risco de viés? 140. Para cada pergunta, as possiveis respostas sao: Sim (1), Incerto (0,5) e Nao (0)
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Figura 3. Resultado do risco de viés dos estudos in vivo incluidos na reviséo.

QS1 - A sequéncia de alocacdo foi gerada e aplicada adequadamente? QS2- Os grupos eram semelhantes
na linha de base ou foram ajustados para fatores de confusdo na analise? QS3 - A alocacdo para os diferentes
grupos foi adequadamente ocultada durante? QS4 - Os animais foram alojados aleatoriamente durante o
experimento? QS5 - Os cuidadores e investigadores foram cegados do conhecimento de qual intervencédo
cada animal recebeu durante o experimento? QS6- Os animais foram selecionados aleatoriamente para
avaliacdo de resultados? QS7 - O avaliador de resultados foi cegado? QS8 - Os dados de resultados
incompletos foram abordados adequadamente? QS9 - Os relatérios do estudo estdo livres de relatorios de
resultados seletivos? QS10 - O estudo estava aparentemente livre de outros problemas que poderiam
resultar em alto risco de viés?'?®.

Analisando as respostas da QS1 (A sequéncia de alocagéo foi gerada e aplicada
adequadamente?), 35 artigos foram considerados como “incertos” sobre esta informagao
e 3 ndo continham as informagdes™**141:181 Dos 35 artigos classificados como incertos,
seis informaram que os animais foram separados aleatoriamente por grupo, porém, ndo
explicaram como ocorreu a aleatoriedade?263% 74140179 'ym estudo utilizou dois tipos de
animais (rato e coelhos); no primeiro caso, foi confirmada a aleatoriedade, mas sem
explicacOes detalhadas sobre o processo, enquanto no segundo ndo foram fornecidos
dados sobre a aleatoriedade®’. Em quatro estudos, ndo foi mencionada a forma de
alocagdo dos animais nos grupos®133175180 Em cinco estudos, ndo ficou claro como

ocorreu o processo de randomizagio?0-99:119.138.178

Avaliando as respostas da QS 2 (Os grupos eram semelhantes na linha de base ou
foram ajustados para fatores de confusdo na analise?), 25 artigos continham informacGes
detalhadas sobre os animais, como espécie, peso, quantidade por grupo2>2637-
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40,54,74,112,119,1337135,1387141,172,1747176,1787180' Quatro estudos ndo mencionaram a quantidade
por grupo®t104136:.177 " ym estudo ndo apresentou informagdes suficientes sobre idade e
peso para avaliar se a distribuicio era adequada®. Dois estudos ndo deixaram claro como
foi feita a alocaco dos grupos®®132, Embora dois estudos mostrassem informagdes dos
animais (espécie, peso, idade, quantidade por grupo), houve discrepancia entre os valores
mencionados no texto e aqueles nas legendas das imagens*'8. Trés estudos
apresentavam desproporcionalidade entre os grupos, sem justificar esse fato?11%, Um
estudo ndo esclareceu como foi feita a distribuicdo dos animais nos grupos e néo

mencionou o género e a idade dos animais®’3.

Avaliando as respostas da QS 3 (A alocacdo para os diferentes grupos foi
adequadamente ocultada durante?), 2 artigos continham informacdes detalhadas sobre a
alocacdo e como ela foi ocultada’®'’®, Trinta e quatro estudos mencionaram a alocag&o,
mas ndo deixaram claro se houve ou ndo cegamento da alocagéol?2>2637-
40,45,47,54,68,74,100,104,112,119,132—136,138,139,141,172—177,179—181_ Um EStUdO néo apresentou
informagdes sobre a alocagio®. Um estudo utilizou dois tipos de animais (rato e coelhos);
no primeiro caso, foi confirmada a aleatoriedade da alocacdo, mas sem explicacdo de
como ela foi ocultada, enquanto no segundo ndo foram fornecidos dados sobre a

alocagao™’.

Avaliando as respostas da QS4 (Os animais foram alojados aleatoriamente durante
0 experimento?), 4 artigos continham informagdes detalhadas sobre a alocagdo com
aleatoriedade®®2°741" Um artigo utilizou embrides de zebrafish, e, pela quantidade
desses embrides, considerou-se que a alocacdo ocorreu de forma aleatdria®’. Trinta e trés

artigos ndo deixaram claros se a alocacdo foi feita de maneira
a|eat0riedade1,21,25,26,37,40,45,47,54,65,68,100,104,112,119,132—141,172,173,175—178,180,181

Avaliando as respostas da QS5 (Os cuidadores e investigadores foram cegados do
conhecimento de qual intervengédo cada animal recebeu durante o experimento?), todos
os 38 artigos foram classificados como uincertoaal,21,25,26,37410,45,47,54,65,68,74,100,104,112,119,132—
1411727181~ Os artigos ndo mencionavam de forma clara como os cuidadores e/ou
investigadores foram conduzidos nos experimentos, ndo deixando evidente se o

cegamento foi realmente implementado.

Avaliando as respostas da QS6 (Os animais foram selecionados aleatoriamente

para avaliacdo de resultados?), um artigo informou, em sua discusséo, que houve a
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exclusdo de dados estatisticamente discrepantes, o que foi considerado na analise como
um indicativo de alto risco de viés'®*. Os outros artigos foram avaliados como “incertos”
por diversos motivos. Em um dos artigos, foi relatado que alguns resultados néo foram
divulgados sem justificativa na discussdo do artigo?*. Um artigo ndo informou como
ocorreu a selecdo para a avalicdo, a quantidade inicial de animais no experimento e
quantos foram utilizados para os resultados™®. Em treze artigos, ndo era possivel
confirmar se foram publicados os resultados de todos os animais avaliados, pois muitas
tabelas ou legendas n&o expressavam a quantidade de animais utilizados!40:68:104.132.137.175-
177,180 No entanto, nesses trezes estudos, a quantidade inicial de animais era informada
no inicio do artigo. Em vinte e dois dos estudos néo ficou claro como foi a escolha dos
animais para a avaliagcdo, embora tenha sido descrito na metodologia que todos 0s animais

foram incluidos no estudo e os resultados foram apresentados?®263-
39,45,47,54,65,74,112,119,133,135,138,140,141,172,178,179,181

Avaliando as respostas da QS7 (O avaliador de resultados foi cegado?), 2 artigos
mencionaram que o avaliador foi cegado durante a analise®!°. J4 trinta e seis artigos ndo
mencionavam de forma clara como foi conduzida a avaliagdo dos experimentos, nao

deixando evidente se o cegamento foi realmente implementado®?>2637-
40,45,47,54,68,74,100,104,112,132-141,172-181

Avaliando as respostas da QS8 (Os dados de resultados incompletos foram
abordados adequadamente?), dos 20 artigos avaliados como “sim”, dezessete nado
apresentaram excluséo de dad0S25’26’38‘39’54’65'74’112’119’133’135’138’140’141’174’178‘179, e tréS
justificaram o motivo da exclusdo dos dados, informando, na discussdo que os resultados
ausentes ocorreram devido & morte de alguns animais durante o estudo®”1%%72, Um dos 2
artigos avaliados como “nio”***** informou, em sua discusséo, que houve a exclusio de
dados estatisticamente discrepantes, o que foi considerado, na analise, como um
indicativo de alto risco de viés'®*. Em outros dois artigos, houve divergéncia no nimero
de animais mencionados entre a figura e a legenda sem explicacdo*>'®!. Quanto aos
artigos avaliados como “incertos” para este parametro avaliado, em um deles foi
observado que alguns animais ndo tiveram seus resultados divulgados, sem justificativas
na metodologia®!. Outro artigo ndo deixou explicito os resultados da sensibilizagio dos
animais a PPD e BB, além de ndo mencionar a quantidade total de animais utilizados’.

Por fim, em treze artigos néo ficou claro se os dados de todos os animais foram incluidos
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nos resultados, devido a falta de informacdo nas tabelas e
|egendasl'4°'47’68'1°4'132'136'137*139*173'176'177'180

Avaliando as resposta da QS9 (Os relatorios do estudo estdo livres de relatorios
de resultados seletivos?), dos 23 artigos classificados como “sim”, um artigo informou
que houve exclusdo de dados devido a morte dos animais durante o processo, e isso foi
devidamente relatado no estudo®®. Os outros vinte e dois apresentaram o protocolo
completo e diSponive|25,26,37739,65,74,100,112,119,133,135,136,138,140,141,172,174,175,178,179,181,251l Nesta
etapa de avaliacdo, foi considerado que o protocolo se referia a metodologia, e a parte de
analise foi avaliada para verificar se todos os testes mencionados na metodologia estavam
apresentados nos resultados, caso isso acontecesse 0 estudo era considerado “completo e
disponivel”. Nos vinte e um artigos, todos os testes mencionados na metodologia foram
devidamente apresentados nos resultados. O artigo classificado como “nao”, informou,
em sua discussdo, a exclusdo de dados estatisticamente discrepantes, o que foi
considerado na analise como um indicativo de alto risco de viés'3*. Quanto aos artigos
considerados como “incertos” na avaliagdo deste parametro, um estudo nao apresentou a
justificativa para os dados ausentes, e em treze artigos ndo foi possivel avaliar se 0s dados

de todos os animais foram incluidos nos resultadog?!-21:40:4547,68,104,132,137,139,173,176,177,180

Avaliando as resposta da QS10 (O estudo estava aparentemente livre de outros
problemas que poderiam resultar em alto risco de viés?), 8 artigos continham a declaracao
de conflito de interesse, na qual estava explicitamente afirmado que ndo houve nenhum

tipo de conflito3840.136.138.172,173.175,181 trinta artigos ndo apresentavam uma declaragéo de
Conﬂito de interesse1,21,25,26,37,39,40,45,47,54,65,68,74,100,104,112,119,1327135,137,139,140,174,1767180

5.4.2 ESTUDOS IN VITRO
Foram incluidos nessa revisdo cinquenta e nove artigos que reportaram estudos in
vitro. Para a avaliacdo do risco de vies desses artigos, foi utilizado o checklist do artigo
QUINT TOOL. A ferramenta é dividida em doze dominios de analise*?’. De todos os
artigos avaliados, nenhum foi classificado de baixo risco de viés, 46 foram classificados

como de médio risco e 13 de alto risco de viés.

Apos analise dos dominios abordados na avaliacdo do risco de viés dos artigos
pela aplicagdo da ferramenta QUINT TOOL (Tabela 6), foi gerado um gréfico (Figura 5)

para comparacao das respostas de cada artigo em seus respectivos dominios.
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Tabela 5. Avaliacdo do risco de viés dos estudos in vitro pela ferramenta QUINT TOOL (continua).

Estudos Qs1 Qs2 Qs3 QsS4 QS5 Qs6 Qs7 Qss8 QSs9 QS10 Qs11 QS12 Viés
Kumar et al., Alto
202053 2 1 1 1 1 0 0 1 0 0 2 2 risco
Mosley- s
Foreman et 2 1 1 2 1 0 0 1 0 0 2 2 '\fiesggo
al., 2008%
Chye et al., Meédio
0084 2 1 1 2 1 0 0 1 0 1 2 2 risco
Coulter et al., Meédio
2006 7 2 1 1 2 1 0 0 1 0 0 2 2 risco
Rojanapo et Médio
al., 108697 2 1 1 2 2 0 0 2 0 0 1 2 risco

Legenda: QS1 - Objetivos claramente declarados (o estudo deve declarar claramente os objetivos, que devem ser seguidos ao longo do estudo) .QS2- Explicagdo detalhada do calculo do tamanho da amostra (os detalhes sobre 0 método pelo qual o
tamanho da amostra foi calculado devem ser claramente declarados. Detalhes sobre o programa de software, férmula e pardmetros usados para o célculo do tamanho da amostra também devem ser especificado). QS3 - Explicacéo detalhada da técnica
de amostragem (detalhes sobre a populacéo predefinida da qual a amostra foi selecionada. A técnica de amostragem e os critérios de inclusdo e exclusdo devem ser claramente declarados). QS4 — Detalhes do grupo comparagéo (Os detalhes do grupo
de comparagéo (controle positivo, controle negativo ou padrdo) devem ser claramente especificados). QS5 — Explicagdo detalhada da metodologia (Clareza do procedimento, método de padronizagdo e detalhes de quaisquer normas universais usadas
(se aplicavel) devem ser claramente declarados). QS6- Detalhes do operador (O nimero de operadores e detalhes sobre o treinamento e a calibragdo dos operadores (confiabilidade inter e intra-operador) devem ser claramente especificados). QS7 —
Randomizagao (Detalhes sobre a geragdo da sequéncia e ocultacdo da alocagdo devem ser claramente declarados). QS8 — Método de medigdo dos desfechos (A clareza do procedimento e a justificativa para a escolha do método devem ser declaradas.
O método de padronizacéo, juntamente com detalhes de quaisquer normas universais usadas (se aplicavel), também deve ser claramente especificado). QS9 — Detalhes do avaliador de desfechos (O nimero de avaliadores de desfechos e os detalhes
sobre o treinamento e a calibragéo dos avaliadores (confiabilidade inter e intra-avaliador) devem ser claramente especificados). QS10 — Cegamento (Os detalhes sobre o cegamento dos operadores, avaliadores de desfechos e estatisticos devem ser
claramente especificados). QS11 —Anélise estatistica (Os detalhes sobre o programa de software usado e a analise estatistica devem ser claramente especificados). QS12 Apresentacdo dos resultados (O desfecho deve ser baseado nos objetivos
predefinidos. Todos os dados devem ser adequadamente tabulados, com os dados de linha de base claramente especificados). Para essa avaliagéo foi considerado as seguintes respostas: adequadamente especificado (2 pontos), inadequadamente
especificado (1 ponto) e ndo especificado (0 pontos).
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Tabela 5 — Avaliacao do risco de viés dos estudos in vitro pela ferramenta QUINT TOOL (continuacgao).

Estudos Qs1 Qs2 Qs3 Qs4 QS5 QS6 QSs7 Qs8 QSs9 Qs10 Qs11 QS12 Viés
Picardo et al., Meédio
1995117 2 2 2 2 2 0 0 2 0 0 2 2 risco
Picardo et al., Meédio
1992118 2 1 1 2 1 0 0 1 0 0 2 2 risco
Chenetal., Médio
201016 2 1 2 2 1 0 0 1 0 0 2 2 risco

Srhayri et al., Alto
20167 2 1 1 2 1 0 0 1 0 0 1 2 risco
Chenetal., Meédio
2006 % 2 1 2 2 1 0 0 1 0 0 2 2 risco

Legenda: QS1 - Objetivos claramente declarados (o estudo deve declarar claramente os objetivos, que devem ser seguidos ao longo do estudo) .QS2- Explicacéo detalhada do calculo do tamanho da amostra (os detalhes sobre o método pelo qual o
tamanho da amostra foi calculado devem ser claramente declarados. Detalhes sobre o programa de software, férmula e parametros usados para o céalculo do tamanho da amostra também devem ser especificado). QS3 - Explicagdo detalhada da técnica
de amostragem (detalhes sobre a populagdo predefinida da qual a amostra foi selecionada. A técnica de amostragem e os critérios de incluséo e exclusdo devem ser claramente declarados). QS4 — Detalhes do grupo comparagdo (Os detalhes do grupo
de comparagéo (controle positivo, controle negativo ou padrdo) devem ser claramente especificados). QS5 — Explicagdo detalhada da metodologia (Clareza do procedimento, método de padronizagdo e detalhes de quaisquer normas universais usadas
(se aplicavel) devem ser claramente declarados). QS6- Detalhes do operador (O nimero de operadores e detalhes sobre o treinamento e a calibragdo dos operadores (confiabilidade inter e intra-operador) devem ser claramente especificados). QS7 —
Randomizacéo (Detalhes sobre a geracdo da sequéncia e ocultacdo da alocagéo devem ser claramente declarados). QS8 — Método de medicédo dos desfechos (A clareza do procedimento e a justificativa para a escolha do método devem ser declaradas.
O método de padronizagéo, juntamente com detalhes de quaisquer normas universais usadas (se aplicavel), também deve ser claramente especificado). QS9 — Detalhes do avaliador de desfechos (O nimero de avaliadores de desfechos e os detalhes
sobre o treinamento e a calibragéo dos avaliadores (confiabilidade inter e intra-avaliador) devem ser claramente especificados). QS10 — Cegamento (Os detalhes sobre o cegamento dos operadores, avaliadores de desfechos e estatisticos devem ser
claramente especificados). QS11 —Analise estatistica (Os detalhes sobre o programa de software usado e a anélise estatistica devem ser claramente especificados). QS12 Apresentacéo dos resultados (O desfecho deve ser baseado nos objetivos
predefinidos. Todos os dados devem ser adequadamente tabulados, com os dados de linha de base claramente especificados). Para essa avaliagéo foi considerado as seguintes respostas: adequadamente especificado (2 pontos), inadequadamente
especificado (1 ponto) e ndo especificado (0 pontos).
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Tabela 5 — Avaliacao do risco de viés dos estudos in vitro pela ferramenta QUINT TOOL (continuacgao).

Estudos Qs1 Qs2 Qs3 QsS4 Qss Qs6 Qs7 Qss Qs9 QS10 Qsil Qs12 Viés
Kl 2 1 1 1 2 0 0 2 0 0 2 2 '\fiésg(ijo
g o 2 1 2 2 1 0 0 1 0 0 2 2 Medio

L'Z%Stzsas' 2 1 2 2 1 0 0 1 0 0 2 2 '\fiiggo
g‘f"y”ligggl% 2 1 1 2 1 0 0 1 0 0 2 2 '\fiésgéo
Chfgg;ﬁf"* 1 1 2 2 1 0 0 1 0 0 1 1 ﬁ‘s'g(’)

Legenda: QS1 - Objetivos claramente declarados (o estudo deve declarar claramente os objetivos, que devem ser seguidos ao longo do estudo) .QS2- Explicacdo detalhada do calculo do tamanho da amostra (os detalhes sobre o método pelo qual o
tamanho da amostra foi calculado devem ser claramente declarados. Detalhes sobre o programa de software, formula e parametros usados para o célculo do tamanho da amostra também devem ser especificado). QS3 - Explicagdo detalhada da técnica
de amostragem (detalhes sobre a populagdo predefinida da qual a amostra foi selecionada. A técnica de amostragem e os critérios de incluséo e exclusdo devem ser claramente declarados). QS4 — Detalhes do grupo comparagdo (Os detalhes do grupo
de comparagéo (controle positivo, controle negativo ou padréo) devem ser claramente especificados). QS5 — Explicagdo detalhada da metodologia (Clareza do procedimento, método de padronizagdo e detalhes de quaisquer normas universais usadas
(se aplicavel) devem ser claramente declarados). QS6- Detalhes do operador (O nimero de operadores e detalhes sobre o treinamento e a calibragdo dos operadores (confiabilidade inter e intra-operador) devem ser claramente especificados). QS7 —
Randomizacéo (Detalhes sobre a geracdo da sequéncia e ocultacdo da alocagéo devem ser claramente declarados). QS8 — Método de medicédo dos desfechos (A clareza do procedimento e a justificativa para a escolha do método devem ser declaradas.
O método de padronizagéo, juntamente com detalhes de quaisquer normas universais usadas (se aplicavel), também deve ser claramente especificado). QS9 — Detalhes do avaliador de desfechos (O nimero de avaliadores de desfechos e os detalhes
sobre o treinamento e a calibragéo dos avaliadores (confiabilidade inter e intra-avaliador) devem ser claramente especificados). QS10 — Cegamento (Os detalhes sobre o cegamento dos operadores, avaliadores de desfechos e estatisticos devem ser
claramente especificados). QS11 —Analise estatistica (Os detalhes sobre o programa de software usado e a anélise estatistica devem ser claramente especificados). QS12 Apresentacéo dos resultados (O desfecho deve ser baseado nos objetivos
predefinidos. Todos os dados devem ser adequadamente tabulados, com os dados de linha de base claramente especificados). Para essa avaliagéo foi considerado as seguintes respostas: adequadamente especificado (2 pontos), inadequadamente
especificado (1 ponto) e ndo especificado (0 pontos).
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Tabela 5 — Avaliacao do risco de viés dos estudos in vitro pela ferramenta QUINT TOOL (continuacgao).

Estudos Qs1 Qs2 0s3 QS4 QS5 QS6 QS7 Qs8 QS9 Q510 Qs11 Qs12 Vies
i) I PR PR IS S IR I RS AP IR A PR
Couter o2l 2 1 1 2 1 0 0 1 0 0 1 2 Al
Aggoegjg-v 2 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 2 fl‘s'f:‘;
2 Th r;(i)g‘;rlﬁt 2 1 2 1 1 0 0 1 0 0 1 2 ':;'Stcoo
d:IS Szznltgiﬁt 2 1 2 2 2 0 0 2 0 0 2 2 '\fiésg(i)o

Legenda:QS1 - Objetivos claramente declarados (o estudo deve declarar claramente os objetivos, que devem ser seguidos ao longo do estudo) .QS2- Explicagdo detalhada do calculo do tamanho da amostra (os detalhes sobre o método pelo qual o
tamanho da amostra foi calculado devem ser claramente declarados. Detalhes sobre o programa de software, formula e parametros usados para o célculo do tamanho da amostra também devem ser especificado). QS3 - Explicagdo detalhada da técnica
de amostragem (detalhes sobre a populagdo predefinida da qual a amostra foi selecionada. A técnica de amostragem e os critérios de incluséo e exclusdo devem ser claramente declarados). QS4 — Detalhes do grupo comparagdo (Os detalhes do grupo
de comparagéo (controle positivo, controle negativo ou padréo) devem ser claramente especificados). QS5 — Explicagdo detalhada da metodologia (Clareza do procedimento, método de padronizacéo e detalhes de quaisquer normas universais usadas
(se aplicavel) devem ser claramente declarados). QS6- Detalhes do operador (O nimero de operadores e detalhes sobre o treinamento e a calibragdo dos operadores (confiabilidade inter e intra-operador) devem ser claramente especificados). QS7 —
Randomizacéo (Detalhes sobre a geracdo da sequéncia e ocultacdo da alocagéo devem ser claramente declarados). QS8 — Método de medicédo dos desfechos (A clareza do procedimento e a justificativa para a escolha do método devem ser declaradas.
O método de padronizagéo, juntamente com detalhes de quaisquer normas universais usadas (se aplicavel), também deve ser claramente especificado). QS9 — Detalhes do avaliador de desfechos (O nimero de avaliadores de desfechos e os detalhes
sobre o treinamento e a calibragéo dos avaliadores (confiabilidade inter e intra-avaliador) devem ser claramente especificados). QS10 — Cegamento (Os detalhes sobre o cegamento dos operadores, avaliadores de desfechos e estatisticos devem ser
claramente especificados). QS11 —Analise estatistica (Os detalhes sobre o programa de software usado e a anélise estatistica devem ser claramente especificados). QS12 Apresentacéo dos resultados (O desfecho deve ser baseado nos objetivos

predefinidos. Todos os dados devem ser adequadamente tabulados, com os dados de linha de base claramente especificados). Para essa avaliagéo foi considerado as seguintes respostas: adequadamente especificado (2 pontos), inadequadamente
especificado (1 ponto) e ndo especificado (0 pontos).
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Tabela 5 — Avaliacao do risco de viés dos estudos in vitro pela ferramenta QUINT TOOL (continuacgao).

Estudos Qs1 Qs2 0s3 QS4 QS5 QS6 QS7 Qs8 QS9 Q510 Qs11 Qs12 Vies
3?‘,258'1'31% 2 2 2 2 2 0 0 2 0 0 5 ) '\f.esg:no
K“g(‘)azroﬁﬁza"’ 2 0 1 2 1 0 0 1 0 0 2 2 ﬁ‘s'f:‘c’)
Qz'gl‘;t al, 2 1 1 2 2 0 0 2 0 0 2 2 '\fiiggo
L;f{eggﬂ?sgt 2 0 2 2 1 0 0 1 0 0 2 2 '\fiésgéo
F“;g:36f72"’ 2 1 1 2 2 0 0 2 0 0 2 2 '\fiésg(i)o

Legenda: QS1 - Objetivos claramente declarados (o estudo deve declarar claramente os objetivos, que devem ser seguidos ao longo do estudo) .QS2- Explicacéo detalhada do calculo do tamanho da amostra (os detalhes sobre o método pelo qual o
tamanho da amostra foi calculado devem ser claramente declarados. Detalhes sobre o programa de software, formula e parametros usados para o célculo do tamanho da amostra também devem ser especificado). QS3 - Explicagdo detalhada da técnica
de amostragem (detalhes sobre a populagdo predefinida da qual a amostra foi selecionada. A técnica de amostragem e os critérios de incluséo e exclusdo devem ser claramente declarados). QS4 — Detalhes do grupo comparagdo (Os detalhes do grupo
de comparagéo (controle positivo, controle negativo ou padrdo) devem ser claramente especificados). QS5 — Explicagdo detalhada da metodologia (Clareza do procedimento, método de padronizagdo e detalhes de quaisquer normas universais usadas
(se aplicavel) devem ser claramente declarados). QS6- Detalhes do operador (O nimero de operadores e detalhes sobre o treinamento e a calibragdo dos operadores (confiabilidade inter e intra-operador) devem ser claramente especificados). QS7 —
Randomizacéo (Detalhes sobre a geracdo da sequéncia e ocultacdo da alocagéo devem ser claramente declarados). QS8 — Método de medicéo dos desfechos (A clareza do procedimento e a justificativa para a escolha do método devem ser declaradas.
O método de padronizagéo, juntamente com detalhes de quaisquer normas universais usadas (se aplicavel), também deve ser claramente especificado). QS9 — Detalhes do avaliador de desfechos (O nimero de avaliadores de desfechos e os detalhes
sobre o treinamento e a calibragéo dos avaliadores (confiabilidade inter e intra-avaliador) devem ser claramente especificados). QS10 — Cegamento (Os detalhes sobre o cegamento dos operadores, avaliadores de desfechos e estatisticos devem ser
claramente especificados). QS11 —Analise estatistica (Os detalhes sobre o programa de software usado e a anélise estatistica devem ser claramente especificados). QS12 Apresentacéo dos resultados (O desfecho deve ser baseado nos objetivos
predefinidos. Todos os dados devem ser adequadamente tabulados, com os dados de linha de base claramente especificados). Para essa avaliagéo foi considerado as seguintes respostas: adequadamente especificado (2 pontos), inadequadamente
especificado (1 ponto) e ndo especificado (0 pontos).
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Tabela 5 — Avaliacao do risco de viés dos estudos in vitro pela ferramenta QUINT TOOL (continuacgao).

Estudos Qs1 QS2 Qs3 Qs4 QS5 Qs6 Qs7 Qs8 Qs9 Qs10 Qsi1 Qs12 Viés
wsmerl | a | e | e | e |0 | o | e | 0 | o | e | o | e

Prietes 2 1 2 2 2 0 0 2 0 0 2 2 Medio
zfsg%%%‘is? 2 1 1 2 2 0 0 2 0 0 1 2 '\fiiggo
Neg’ggffsf"' 2 1 2 2 1 0 0 1 0 0 2 2 '\fiésgéo
Koggtfgfgsa'-v 2 1 2 2 1 0 0 1 0 0 2 2 '\fiésg(i)o

Legenda: QS1 - Objetivos claramente declarados (o estudo deve declarar claramente os objetivos, que devem ser seguidos ao longo do estudo) .QS2- Explicacéo detalhada do calculo do tamanho da amostra (os detalhes sobre o método pelo qual o
tamanho da amostra foi calculado devem ser claramente declarados. Detalhes sobre o programa de software, férmula e parametros usados para o calculo do tamanho da amostra também devem ser especificado). QS3 - Explicagdo detalhada da técnica
de amostragem (detalhes sobre a populagdo predefinida da qual a amostra foi selecionada. A técnica de amostragem e os critérios de incluséo e exclusdo devem ser claramente declarados). QS4 — Detalhes do grupo comparagdo (Os detalhes do grupo
de comparagéo (controle positivo, controle negativo ou padrdo) devem ser claramente especificados). QS5 — Explicagdo detalhada da metodologia (Clareza do procedimento, método de padronizagdo e detalhes de quaisquer normas universais usadas
(se aplicavel) devem ser claramente declarados). QS6- Detalhes do operador (O nimero de operadores e detalhes sobre o treinamento e a calibragdo dos operadores (confiabilidade inter e intra-operador) devem ser claramente especificados). QS7 —
Randomizacéo (Detalhes sobre a geracdo da sequéncia e ocultacdo da alocagéo devem ser claramente declarados). QS8 — Método de medicédo dos desfechos (A clareza do procedimento e a justificativa para a escolha do método devem ser declaradas.
O método de padronizagéo, juntamente com detalhes de quaisquer normas universais usadas (se aplicavel), também deve ser claramente especificado). QS9 — Detalhes do avaliador de desfechos (O nimero de avaliadores de desfechos e os detalhes
sobre o treinamento e a calibragéo dos avaliadores (confiabilidade inter e intra-avaliador) devem ser claramente especificados). QS10 — Cegamento (Os detalhes sobre o cegamento dos operadores, avaliadores de desfechos e estatisticos devem ser
claramente especificados). QS11 —Analise estatistica (Os detalhes sobre o programa de software usado e a anélise estatistica devem ser claramente especificados). QS12 Apresentacéo dos resultados (O desfecho deve ser baseado nos objetivos
predefinidos. Todos os dados devem ser adequadamente tabulados, com os dados de linha de base claramente especificados). Para essa avaliagéo foi considerado as seguintes respostas: adequadamente especificado (2 pontos), inadequadamente
especificado (1 ponto) e ndo especificado (0 pontos).
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Tabela 5 — Avaliacao do risco de viés dos estudos in vitro pela ferramenta QUINT TOOL (continuacgao).

Estudos Qs1 Qs2 Qs3 QsS4 Qss Qs6 Qs7 Qss Qs9 QS10 Qsil Qs12 Viés
e e 2 2 2 2 2 0 0 2 0 0 2 2 Medio
o 2 1 1 2 1 0 0 1 0 0 2 2 Medio
e fst&'{’ 2 1 1 2 1 0 0 1 0 0 2 2 '\fiiggo
;fs*l‘gggl% 2 1 2 2 2 0 0 2 0 0 2 2 '\fiésgéo
Babliggzitza"' 2 1 1 2 1 0 0 1 0 0 1 2 ﬁ‘s'g(’)

Legenda: QS1 - Objetivos claramente declarados (o estudo deve declarar claramente os objetivos, que devem ser seguidos ao longo do estudo) .QS2- Explicacdo detalhada do calculo do tamanho da amostra (os detalhes sobre o método pelo qual o
tamanho da amostra foi calculado devem ser claramente declarados. Detalhes sobre o programa de software, formula e parametros usados para o célculo do tamanho da amostra também devem ser especificado). QS3 - Explicagdo detalhada da técnica
de amostragem (detalhes sobre a populagdo predefinida da qual a amostra foi selecionada. A técnica de amostragem e os critérios de incluséo e exclusdo devem ser claramente declarados). QS4 — Detalhes do grupo comparagdo (Os detalhes do grupo
de comparagéo (controle positivo, controle negativo ou padrdo) devem ser claramente especificados). QS5 — Explicagdo detalhada da metodologia (Clareza do procedimento, método de padronizagdo e detalhes de quaisquer normas universais usadas
(se aplicavel) devem ser claramente declarados). QS6- Detalhes do operador (O nimero de operadores e detalhes sobre o treinamento e a calibragdo dos operadores (confiabilidade inter e intra-operador) devem ser claramente especificados). QS7 —
Randomizacéo (Detalhes sobre a geragéo da sequéncia e ocultagéo da alocagdo devem ser claramente declarados). QS8 — Método de medicédo dos desfechos (A clareza do procedimento e a justificativa para a escolha do método devem ser declaradas.
O método de padronizagéo, juntamente com detalhes de quaisquer normas universais usadas (se aplicavel), também deve ser claramente especificado). QS9 — Detalhes do avaliador de desfechos (O nimero de avaliadores de desfechos e os detalhes
sobre o treinamento e a calibragéo dos avaliadores (confiabilidade inter e intra-avaliador) devem ser claramente especificados). QS10 — Cegamento (Os detalhes sobre o cegamento dos operadores, avaliadores de desfechos e estatisticos devem ser
claramente especificados). QS11 —Analise estatistica (Os detalhes sobre o programa de software usado e a anélise estatistica devem ser claramente especificados). QS12 Apresentacéo dos resultados (O desfecho deve ser baseado nos objetivos
predefinidos. Todos os dados devem ser adequadamente tabulados, com os dados de linha de base claramente especificados). Para essa avaliagéo foi considerado as seguintes respostas: adequadamente especificado (2 pontos), inadequadamente
especificado (1 ponto) e ndo especificado (0 pontos).
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Tabela 5 — Avaliacao do risco de viés dos estudos in vitro pela ferramenta QUINT TOOL (continuacgao).

Estudos Qs1 QS2 Qs3 Qs4 QS5 Qs6 Qs7 Qs8 Qs9 Qs10 Qsi1 Qs12 Viés
Cz;‘f‘rg%‘(‘)zse; 2 1 1 2 1 0 0 1 0 0 1 2 Q'Stcoo
Gibzsglnsﬁga"’ 2 1 1 2 1 0 0 1 0 0 2 2 '\fiiggo
Fagggsﬁﬁf'” 2 1 1 2 1 0 0 1 0 0 1 1 fl‘s'f:‘;
Goz%al' ;}53'-' 2 2 2 2 2 0 0 2 0 0 2 2 '\fiésgéo
Zﬁgg‘i‘gﬁsﬁt 2 1 1 2 1 0 0 1 0 0 2 2 '\fiésg(i)o

Legenda: QS1 - Objetivos claramente declarados (o estudo deve declarar claramente os objetivos, que devem ser seguidos ao longo do estudo) .QS2- Explicacéo detalhada do calculo do tamanho da amostra (os detalhes sobre o método pelo qual o
tamanho da amostra foi calculado devem ser claramente declarados. Detalhes sobre o programa de software, férmula e parametros usados para o calculo do tamanho da amostra também devem ser especificado). QS3 - Explicagdo detalhada da técnica
de amostragem (detalhes sobre a populagdo predefinida da qual a amostra foi selecionada. A técnica de amostragem e os critérios de incluséo e exclusdo devem ser claramente declarados). QS4 — Detalhes do grupo comparagdo (Os detalhes do grupo
de comparagéo (controle positivo, controle negativo ou padrdo) devem ser claramente especificados). QS5 — Explicagdo detalhada da metodologia (Clareza do procedimento, método de padronizagdo e detalhes de quaisquer normas universais usadas
(se aplicavel) devem ser claramente declarados). QS6- Detalhes do operador (O nimero de operadores e detalhes sobre o treinamento e a calibragdo dos operadores (confiabilidade inter e intra-operador) devem ser claramente especificados). QS7 —
Randomizacéo (Detalhes sobre a geracdo da sequéncia e ocultacdo da alocagéo devem ser claramente declarados). QS8 — Método de medicéo dos desfechos (A clareza do procedimento e a justificativa para a escolha do método devem ser declaradas.
O método de padronizagéo, juntamente com detalhes de quaisquer normas universais usadas (se aplicavel), também deve ser claramente especificado). QS9 — Detalhes do avaliador de desfechos (O nimero de avaliadores de desfechos e os detalhes
sobre o treinamento e a calibragéo dos avaliadores (confiabilidade inter e intra-avaliador) devem ser claramente especificados). QS10 — Cegamento (Os detalhes sobre o cegamento dos operadores, avaliadores de desfechos e estatisticos devem ser
claramente especificados). QS11 —Analise estatistica (Os detalhes sobre o programa de software usado e a anélise estatistica devem ser claramente especificados). QS12 Apresentacéo dos resultados (O desfecho deve ser baseado nos objetivos
predefinidos. Todos os dados devem ser adequadamente tabulados, com os dados de linha de base claramente especificados). Para essa avaliagéo foi considerado as seguintes respostas: adequadamente especificado (2 pontos), inadequadamente
especificado (1 ponto) e ndo especificado (0 pontos).
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Tabela 5 — Avaliacao do risco de viés dos estudos in vitro pela ferramenta QUINT TOOL (continuacgao).

Estudos Qs1 QS2 Qs3 Qs4 QS5 Qs6 Qs7 Qs8 Qs9 Qs10 Qsi1 Qs12 Viés
chung g2l 2 1 1 2 1 0 0 1 0 0 1 2 Ao
ze;'g{,é,efsf'” 2 2 2 2 2 0 0 2 0 0 2 2 '\fiiggo
Re;gisefsf"' 2 1 2 2 1 0 0 1 0 0 2 2 '\fiiggo
Huggfligf'-v 2 1 1 2 2 0 0 2 0 0 2 2 '\fiésgéo

'-268 1e§1§!1'* 2 1 1 2 1 0 0 1 0 0 2 2 '\fiésg(i)o

Legenda: QS1 - Objetivos claramente declarados (o estudo deve declarar claramente os objetivos, que devem ser seguidos ao longo do estudo) .QS2- Explicacdo detalhada do calculo do tamanho da amostra (os detalhes sobre o método pelo qual o
tamanho da amostra foi calculado devem ser claramente declarados. Detalhes sobre o programa de software, férmula e parametros usados para o calculo do tamanho da amostra também devem ser especificado). QS3 - Explicagdo detalhada da técnica
de amostragem (detalhes sobre a populagdo predefinida da qual a amostra foi selecionada. A técnica de amostragem e os critérios de inclusdo e exclusédo devem ser claramente declarados). QS4 — Detalhes do grupo comparagdo (Os detalhes do grupo
de comparagéo (controle positivo, controle negativo ou padréo) devem ser claramente especificados). QS5 — Explicagdo detalhada da metodologia (Clareza do procedimento, método de padronizagdo e detalhes de quaisquer normas universais usadas
(se aplicavel) devem ser claramente declarados). QS6- Detalhes do operador (O nimero de operadores e detalhes sobre o treinamento e a calibragdo dos operadores (confiabilidade inter e intra-operador) devem ser claramente especificados). QS7 —
Randomizacéo (Detalhes sobre a geracdo da sequéncia e ocultacdo da alocagéo devem ser claramente declarados). QS8 — Método de medicédo dos desfechos (A clareza do procedimento e a justificativa para a escolha do método devem ser declaradas.
O método de padronizagéo, juntamente com detalhes de quaisquer normas universais usadas (se aplicavel), também deve ser claramente especificado). QS9 — Detalhes do avaliador de desfechos (O nimero de avaliadores de desfechos e os detalhes
sobre o treinamento e a calibragéo dos avaliadores (confiabilidade inter e intra-avaliador) devem ser claramente especificados). QS10 — Cegamento (Os detalhes sobre o cegamento dos operadores, avaliadores de desfechos e estatisticos devem ser
claramente especificados). QS11 —Analise estatistica (Os detalhes sobre o programa de software usado e a anélise estatistica devem ser claramente especificados). QS12 Apresentacéo dos resultados (O desfecho deve ser baseado nos objetivos
predefinidos. Todos os dados devem ser adequadamente tabulados, com os dados de linha de base claramente especificados). Para essa avaliagéo foi considerado as seguintes respostas: adequadamente especificado (2 pontos), inadequadamente
especificado (1 ponto) e ndo especificado (0 pontos).
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Tabela 5 — Avaliacao do risco de viés dos estudos in vitro pela ferramenta QUINT TOOL (continuacgao).

Estudos Qs1 Qs2 Qs3 Qs4 Qss Qs6 Qs7 Qs8 Qs9 QS10 Qsit Qs12 Viés
e 2 1 1 2 1 0 0 1 0 0 2 2 Yisco
oo 2 ! 2 2 ! 0 0 1 0 0 1 1 fisco
Wooetal, ) 1 2 2 1 0 0 1 0 0 2 2 Tisco
al\ll.l,e izsglegle;lt2 2 0 1 2 1 0 0 1 0 0 2 2 fi\slgg
eTf‘aJ."tZo' e 2 2 2 2 2 0 0 2 0 0 2 2 I\l/’liigti)o

Legenda: QS1 - Objetivos claramente declarados (o estudo deve declarar claramente os objetivos, que devem ser seguidos ao longo do estudo) .QS2- Explicacéo detalhada do calculo do tamanho da amostra (os detalhes sobre o método pelo qual o
tamanho da amostra foi calculado devem ser claramente declarados. Detalhes sobre o programa de software, formula e parametros usados para o célculo do tamanho da amostra também devem ser especificado). QS3 - Explicagdo detalhada da técnica
de amostragem (detalhes sobre a populagdo predefinida da qual a amostra foi selecionada. A técnica de amostragem e os critérios de incluséo e exclusdo devem ser claramente declarados). QS4 — Detalhes do grupo comparagdo (Os detalhes do grupo
de comparagéo (controle positivo, controle negativo ou padréo) devem ser claramente especificados). QS5 — Explicagdo detalhada da metodologia (Clareza do procedimento, método de padronizacéo e detalhes de quaisquer normas universais usadas
(se aplicavel) devem ser claramente declarados). QS6- Detalhes do operador (O nimero de operadores e detalhes sobre o treinamento e a calibragdo dos operadores (confiabilidade inter e intra-operador) devem ser claramente especificados). QS7 —
Randomizacéo (Detalhes sobre a geracdo da sequéncia e ocultacdo da alocagéo devem ser claramente declarados). QS8 — Método de medicédo dos desfechos (A clareza do procedimento e a justificativa para a escolha do método devem ser declaradas.
O método de padronizagéo, juntamente com detalhes de quaisquer normas universais usadas (se aplicavel), também deve ser claramente especificado). QS9 — Detalhes do avaliador de desfechos (O nimero de avaliadores de desfechos e os detalhes
sobre o treinamento e a calibragéo dos avaliadores (confiabilidade inter e intra-avaliador) devem ser claramente especificados). QS10 — Cegamento (Os detalhes sobre o cegamento dos operadores, avaliadores de desfechos e estatisticos devem ser
claramente especificados). QS11 —Analise estatistica (Os detalhes sobre o programa de software usado e a anélise estatistica devem ser claramente especificados). QS12 Apresentacéo dos resultados (O desfecho deve ser baseado nos objetivos

predefinidos. Todos os dados devem ser adequadamente tabulados, com os dados de linha de base claramente especificados). Para essa avaliagéo foi considerado as seguintes respostas: adequadamente especificado (2 pontos), inadequadamente
especificado (1 ponto) e ndo especificado (0 pontos).
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Tabela 5 — Avaliacao do risco de viés dos estudos in vitro pela ferramenta QUINT TOOL (continuacgao).

Estudos Qs1 QS2 QS3 QsS4 QS5 QS6 QS7 QS8 QS9 QS10 Qs11 QS12 Viés
Seydi et al., 201868 2 1 2 2 1 0 0 1 0 0 2 2 Médio risco
Zanoni et al., 2015169 2 1 2 2 1 0 0 1 0 0 2 2 Médio risco
Salami et al., 2023170 2 1 2 2 1 0 0 1 0 0 2 2 Médio risco
de Mas et al., 2017 174 2 1 1 2 1 0 0 1 0 0 2 2 Médio risco
Krasteva et al., 19937 2 1 2 2 1 0 0 1 0 0 2 2 Meédio risco

Legenda: QS1 - Objetivos claramente declarados (o estudo deve declarar claramente os objetivos, que devem ser seguidos ao longo do estudo) .QS2- Explicacdo detalhada do calculo do tamanho da amostra (os detalhes sobre o método pelo qual o
tamanho da amostra foi calculado devem ser claramente declarados. Detalhes sobre o programa de software, formula e parametros usados para o célculo do tamanho da amostra também devem ser especificado). QS3 - Explicagdo detalhada da técnica
de amostragem (detalhes sobre a populagdo predefinida da qual a amostra foi selecionada. A técnica de amostragem e os critérios de incluséo e exclusdo devem ser claramente declarados). QS4 — Detalhes do grupo comparagdo (Os detalhes do grupo
de comparagéo (controle positivo, controle negativo ou padréo) devem ser claramente especificados). QS5 — Explicagdo detalhada da metodologia (Clareza do procedimento, método de padronizagdo e detalhes de quaisquer normas universais usadas
(se aplicavel) devem ser claramente declarados). QS6- Detalhes do operador (O nimero de operadores e detalhes sobre o treinamento e a calibragdo dos operadores (confiabilidade inter e intra-operador) devem ser claramente especificados). QS7 —
Randomizacéo (Detalhes sobre a geracdo da sequéncia e ocultacdo da alocagéo devem ser claramente declarados). QS8 — Método de medicédo dos desfechos (A clareza do procedimento e a justificativa para a escolha do método devem ser declaradas.
O método de padronizagéo, juntamente com detalhes de quaisquer normas universais usadas (se aplicavel), também deve ser claramente especificado). QS9 — Detalhes do avaliador de desfechos (O nimero de avaliadores de desfechos e os detalhes
sobre o treinamento e a calibragéo dos avaliadores (confiabilidade inter e intra-avaliador) devem ser claramente especificados). QS10 — Cegamento (Os detalhes sobre o cegamento dos operadores, avaliadores de desfechos e estatisticos devem ser
claramente especificados). QS11 —Analise estatistica (Os detalhes sobre o programa de software usado e a anélise estatistica devem ser claramente especificados). QS12 Apresentacéo dos resultados (O desfecho deve ser baseado nos objetivos
predefinidos. Todos os dados devem ser adequadamente tabulados, com os dados de linha de base claramente especificados). Para essa avaliagéo foi considerado as seguintes respostas: adequadamente especificado (2 pontos), inadequadamente
especificado (1 ponto) e ndo especificado (0 pontos).
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Tabela 5 — Avaliacao do risco de viés dos estudos in vitro pela ferramenta QUINT TOOL (continuacgao).

Estudos Qs1 Qs2 Qs3 Qs4 QS5 QS6 QSs7 Qs8 QSs9 Qs10 Qs11 QS12 Viés
Wang et al., Meédio
2022 181 2 1 1 2 1 0 0 1 0 0 2 2 risco
OHetal., Médio
201817 2 1 1 2 1 0 0 1 0 0 2 2 risco
De Boeck et 2 1 1 2 1 0 0 1 0 0 5 5 Meédio
al., 2015172 risco
Sassa et al., Médio
2021471 2 1 2 2 1 0 0 1 0 0 2 2 risco

Legenda: QS1 - Objetivos claramente declarados (o estudo deve declarar claramente os objetivos, que devem ser seguidos ao longo do estudo) .QS2- Explicacdo detalhada do calculo do tamanho da amostra (os detalhes sobre o método pelo qual o
tamanho da amostra foi calculado devem ser claramente declarados. Detalhes sobre o programa de software, férmula e pardmetros usados para o calculo do tamanho da amostra também devem ser especificado). QS3 - Explicacéo detalhada da técnica
de amostragem (detalhes sobre a populagéo predefinida da qual a amostra foi selecionada. A técnica de amostragem e os critérios de inclusdo e exclusdo devem ser claramente declarados). QS4 — Detalhes do grupo comparagéo (Os detalhes do grupo
de comparagéo (controle positivo, controle negativo ou padrao) devem ser claramente especificados). QS5 — Explicagdo detalhada da metodologia (Clareza do procedimento, método de padronizagdo e detalhes de quaisquer normas universais usadas
(se aplicavel) devem ser claramente declarados). QS6- Detalhes do operador (O nimero de operadores e detalhes sobre o treinamento e a calibragdo dos operadores (confiabilidade inter e intra-operador) devem ser claramente especificados). QS7 —
Randomizacéo (Detalhes sobre a geracdo da sequéncia e ocultagdo da alocacdo devem ser claramente declarados). QS8 — Método de medicédo dos desfechos (A clareza do procedimento e a justificativa para a escolha do método devem ser declaradas.
O método de padronizacéo, juntamente com detalhes de quaisquer normas universais usadas (se aplicavel), também deve ser claramente especificado). QS9 — Detalhes do avaliador de desfechos (O nimero de avaliadores de desfechos e os detalhes
sobre o treinamento e a calibragdo dos avaliadores (confiabilidade inter e intra-avaliador) devem ser claramente especificados). QS10 — Cegamento (Os detalhes sobre o cegamento dos operadores, avaliadores de desfechos e estatisticos devem ser
claramente especificados). QS11 ~Andlise estatistica (Os detalhes sobre o programa de software usado e a andlise estatistica devem ser claramente especificados). QS12 Apresentacdo dos resultados (O desfecho deve ser baseado nos objetivos
predefinidos. Todos os dados devem ser adequadamente tabulados, com os dados de linha de base claramente especificados). Para essa avaliagdo foi considerado as seguintes respostas: adequadamente especificado (2 pontos), inadequadamente
especificado (1 ponto) e ndo especificado (0 pontos).
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Figura 4. Resultado da analise do risco de viés dos estudos in vitro - QUIN TOOL.

QS1 - Objetivos claramente declarados (o estudo deve declarar claramente 0s objetivos, que devem ser
seguidos ao longo do estudo) .QS2- Explicacdo detalhada do calculo do tamanho da amostra (os detalhes
sobre o método pelo qual o tamanho da amostra foi calculado devem ser claramente declarados. Detalhes
sobre o programa de software, férmula e pardmetros usados para o calculo do tamanho da amostra também
devem ser especificado). QS3 - Explica¢do detalhada da técnica de amostragem (detalhes sobre a populagédo
predefinida da qual a amostra foi selecionada. A técnica de amostragem e os critérios de inclusao e exclusdo
devem ser claramente declarados). QS4 — Detalhes do grupo comparacdo (Os detalhes do grupo de
comparacao (controle positivo, controle negativo ou padrdo) devem ser claramente especificados). QS5 —
Explicagdo detalhada da metodologia (Clareza do procedimento, método de padronizacdo e detalhes de
quaisquer normas universais usadas (se aplicavel) devem ser claramente declarados). QS6- Detalhes do
operador (O nimero de operadores e detalhes sobre o treinamento e a calibragdo dos operadores
(confiabilidade inter e intra-operador) devem ser claramente especificados). QS7 — Randomizagéo
(Detalhes sobre a geracdo da sequéncia e ocultacdo da alocacdo devem ser claramente declarados). QS8 —
Método de medicdo dos desfechos (A clareza do procedimento e a justificativa para a escolha do método
devem ser declaradas. O método de padronizacdo, juntamente com detalhes de quaisquer normas universais
usadas (se aplicavel), também deve ser claramente especificado). QS9 — Detalhes do avaliador de desfechos
(O numero de avaliadores de desfechos e os detalhes sobre o treinamento e a calibra¢do dos avaliadores
(confiabilidade inter e intra-avaliador) devem ser claramente especificados). QS10 — Cegamento (Os
detalhes sobre o cegamento dos operadores, avaliadores de desfechos e estatisticos devem ser claramente
especificados). QS11 —Andlise estatistica (Os detalhes sobre o programa de software usado e a analise
estatistica devem ser claramente especificados). QS12 Apresentacdo dos resultados (O desfecho deve ser
baseado nos objetivos predefinidos. Todos os dados devem ser adequadamente tabulados, com os dados de
linha de base claramente especificados). Para essa avaliacdo foi considerado as seguintes respostas:
adequadamente especificado (2 pontos), inadequadamente especificado (1 ponto) e ndo especificado (0
pontos).

Na avaliacdo do parametro QS1 (objetivos claramente declarados), cinquenta e
oito artigos deixaram claro os ObjetiVoslG,18,30,34,36,37,52,53,56,64,69,73,75,79,118,142,143,145—184

Apenas um artigo apresentou esse item como inadequadamente especificado (1 ponto), e
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acabou sendo utilizado o contexto geral da introducdo para identificar o objetivo do
estudo**. Na avaliacéo de Qs2 (explicacéo detalhada do calculo do tamanho da amostra),
trés artigos ndo especificaram como foi feito o célculo do tamanho da amostral4210:182,
Cinquenta artigos apresentaram de maneira inadequadamente especificada os métodos do
calculo do tamanho da amostra, software, férmula e parametros
usad0816,18,30,34,36,37,52,53,56,64,69,73,75,79,118,143—147,151—155,157,160,162—167,169—181,183,184_ A presenga
da densidade celular foi considerada como um demonstrativo do célculo do tamanho da
amostra. Seis artigos realizaram especificaram de forma adequada o métodos de célculo,
tamanho da amostra, software, formula e parametros usados. Nesse ponto o relato do

crescimento celular confluente foi considerado como descri¢do adequada de tamanho da
amostra117'149'156'159'161'167.

Na avaliacdo de QS3 (explicacdo detalhada da técnica de amostragem), vinte e
oito artigos apresentaram detalhes da populacdo, qual a amostra foi selecionada, técnica
de amostragem e os critérios de inclusio e exclusdol®:3436:75.117,143-145,147-152,154-
156,159,161,162,166-171,178.183 * Nessa etapa foi considerado como detalhamento adequado o
relato de uso de confluéncia celular e estudo em triplicatas com a presenca de detalhes
estatisticos como descri¢do do erro padrdo. Trinta e um artigos apresentaram de forma
inadequadamente  especificada os fatores de inclusdo e excluséo dos
eStud0818,30,37,52,53,56,64,69,73,79,118,142,146,153,157,158,160,1637165,1727177,1797182,184. No dominio QS4
(detalhes do grupo de comparac¢éo), quatro estudos ndo apresentaram no texto quais foram

os grupos de tratamento® 146147177 Cinquenta e cinco descreveram de forma
adequadalG,18,30,34,36,37,52,56,64,69,73,75,79,117,118,142—145,148—159,161—176,178—184

Os itens QS5 (explicacdo detalhada da metodologia) e QS8 (método de medicao
dos desfechos) buscam avaliar a clareza dos procedimentos, a justificativa da escolha do
método, métodos de padronizacdo e detalhes de normas universais utilizadas. Apenas
dezessete artigos apresentaram de forma adequada a padronizacdo e justificativa dos
métodos usados para avaliagdo dos desfechos!!?:145:148,149,151-
153,156,159,161,163,167.173.177.178.180 - Quarentena e dois artigos  apresentaram de forma

inadequadamente especificada a maneira que os testes foram padronizados para a
medigéo dos desfech0816,18,30,34,36,52,53,56,64,69,75,79,118,142—144,146,147,150,154,155,157—160,162,164—

166,168-172,174-177,179,181-184

Os itens QS6 (detalhes do operador) e QS9 (detalhes do avaliador de desfechos)

buscavam avaliar se o numero de operadores ou avaliadores e detalhes sobre o
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treinamento e a calibracdo dos operadores ou avaliadores (confiabilidade inter e intra-
operador) estavam descritos no trabalho. Nenhum dos artigos incluidos nessa revisdo
apresentaram esses dad0816’18‘30’34‘36'37’52'53'56’64’69’75’79’117’118’142‘143‘145_147’149_184 SendO
ausente quaisquer dados envolvendo a quantidade de operadores ou avaliadores, como

ocorreu o treinamento e calibragcdo dos operadores e avaliadores.

O item QS7 (randomizacao) buscava avaliar se a geracdo da sequéncia e ocultacdo
da alocacédo foram especificadas. Todos 0s artigos apresentaram esses dados de maneira
inadequadamente especificada, pois estavam ausentes quaisquer dados envolvendo a
randomizagéo experimental16*18'30'34'36'37'52'53'56'64'69'75*79*117*118'142'143'145‘147'149‘184. 9] QS].O
busca avaliar o cegamento dos operadores, avaliadores de desfechos e estatisticos.
Apenas um artigo apresentou essa informacao de maneira inadequadamente especificada,
pois foi informado que o avaliador dos testes foi cegado durante o experimento, nédo
revelando a forma como ocorreu, apenas citando esse fato®. Os outros cinquenta e oito

artigos nao apresentaram informagdes sobre 0
CegamentolG,18,30,34,36,37,52,53,56,69,75,79,117,118,142,143,145—147,149—184

No item QS11 (analise estatistica), treze artigos relataram o programa de software
usado e a analise estatistica de forma inadequadamente
especificadal®37:52:56.69.73.144,146,147,153,175,182.183 o quarenta e seis apresentaram esses dados
de maneira a‘dequad(,116,30,34,36,53,64,75,79,117,118,142,143,145,1487152,1547174,1767181,184l Por fim, no
QS12 (apresentacdo dos resultados) buscava avaliar se os desfecho estavam baseados nos
objetivos predefinidos, e se todos os dados estavam adequadamente tabulados, com os
dados de linha de base claramente especificados. Cinquenta e seis artigos realizaram a
apresentacao dos resultados de forma
adequada16,18,30,34,36,37,52,53,56,64,69,75,79,117,118,142,143,145—147,149—174,176—182,184. Apenas trés
artigos foram considerados com apresentacdo inadequados dados, um por nao ter
apresentado os objetivos claramente!**, e dois por informar a presenca de dados ausentes

no texto, sem maiores informagdest’>183,

5.4.3 ENSAIOS CLINICOS NAO RANDOMIZADOS
Foram inclusos nessa revisao seis artigos classificados como ensaios clinicos nao
randomizados. Nessa etapa foi utilizada a ferramenta ROBINS-I para realizar a avaliagdo

do risco de viés desses artigos'?®. A ferramenta é separada em sete dominios de analise,
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sendo os pontos de avaliacdo: viés de confundimento, viés na selecdo dos participantes,
viés na classificacdo das intervences, viés de intervencgdes pretendidas, viés devido a
dados faltantes, viés na medicdo dos desfechos e viés na selecdo dos resultados
reportados'?. A partir da realizagio da analise desses dominios, foi utilizado a ferramenta
“robvis tool” para a geragdo da imagem de resumo dos resultados'?®. A andlise de cada

artigo é apresentada a seguir.
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Tabela 6. Risco de viés devido a fatores de confusdo dos ensaios clinicos incluidos na
revisdo (continua).

Estudos
Dominios da avaliagdo do  Blomeke  Jowsey et Li Skazik et  Meisseret  Basketter
. ., isetal.,
risco de viés etal., al., 1998129 al., al., etal.,
2008131 2006128 2008183 2019182 2016130
1.1 PN PN PN PS PN PN
1.2 NA NA NA NI NA NA
1.3 NA NA NA N NA NA
QS1 - Viés 14 NA NA NA NI NA NA
devido a 15 NA NA NA NI NA NA
fatores de 1.6 NA NA NA NI NA NA
confusao 1.7 NA NA NA NI NA NA
1.8 NA NA NA NI NA NA
Risco de Baixo Baixo Baixo Médio Baixo Baixo
Viés risco risco risco risco risco risco
2.1 N N N N N N
., 2.2 NA NA NA NA NA NA
QS2 - Viés na 2.3 NA NA NA NA NA NA
selecao de 2.4 s s s S s s
S:::g'g?&tgz 25 NA NA NA NA NA NA
Risco de Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo
Viés risco risco risco risco risco risco
. 3.1 S S S S S S
das 33 PN PN PN PN PN PN
intervencdes Rlsgg de B_alxo B_alxo B_auxo B_alxo B_auxo B_auxo
Viés risco risco risco risco risco risco

Legenda: 1.1 Existe potencial de confuséo do efeito da intervengdo neste estudo? 1.2 A andlise foi baseada
na divisdo do tempo de acompanhamento dos participantes de acordo com a intervencao recebida? 1.3 As
descontinuacBes ou mudangas na intervencdo foram provavelmente relacionadas a fatores que sdo
prognosticos para o desfecho? 1.4 Os autores utilizaram um método de andlise apropriado que controlou
todos os dominios importantes de confusdo? 1.5 Se a resposta for 'Sim' ou 'Provavelmente sim' para 1.4:
Os dominios de confusdo que foram controlados foram medidos de maneira valida e confidvel pelas
varidveis disponiveis neste estudo? 1.6 Os autores controlaram alguma variavel pés-intervencdo que
poderia ter sido afetada pela intervencdo? 1.7 Os autores usaram um método de andlise apropriado que
ajustou todos os dominios importantes de confuséo e para confusdo que varia ao longo do tempo? 1.8 Se a
resposta for 'Sim' ou 'Provavelmente sim' para 1.7: Os dominios de confusdo que foram ajustados foram
medidos de maneira valida e confiavel pelas varidveis disponiveis neste estudo? A sequéncia de alocacao
foi gerada e aplicada adequadamente? 2.1. A selecdo de participantes para o estudo (ou para a analise) foi
baseada em caracteristicas dos participantes observadas ap6s o inicio da intervencdo? Se 'Nao' ou
'Provavelmente ndo' para 2.1, vé para 2.4. 2.2. Se 'Sim' ou 'Provavelmente sim' para 2.1: As varidveis pos-
intervencdo que influenciaram a sele¢do provavelmente estavam associadas a intervengdo? 2.3. Se 'Sim' ou
'Provavelmente sim' para 2.2: As varidveis pds-intervencdo que influenciaram a selegdo provavelmente
foram influenciadas pelo desfecho ou por uma causa do desfecho? 2.4. O inicio do acompanhamento e o
inicio da intervenc¢do coincidem para a maioria dos participantes? 2.5. Se 'Sim' ou 'Provavelmente sim' para
2.2 e 2.3, ou'N&o' ou 'Provavelmente nao' para 2.4: Foram utilizadas técnicas de ajuste que provavelmente
corrigem a presenca de vieses de selecdo? 3.1. Os grupos de intervenc¢do foram claramente definidos? 3.2.
As informac@es usadas para definir os grupos de intervencao foram registradas no inicio da intervencéo?
3.3. A classificagdo do status da intervencao poderia ter sido afetada pelo conhecimento do desfecho ou do
risco do desfecho? Para cada pergunta, as possiveis respostas sdo: Sim (S), Provavelmente Sim (PS), Nao
(N), Provavelmente N&o (PN), N&o Informado (NI) e N&o aplicado (NA).
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Tabela 6 — Risco de viés devido a fatores de confusdo dos ensaios clinicos incluidos na revisdo
(continuacéo).

Estudos
Dominigs da avqliagéo do Blomeke  Jowsey et Lis et al Skazik et  Meisser et  Basketter
risco de viés etal., al., 1998129” al., al., etal.,
2008131 2006128 2008183 2019182 2016130
41 N N N N N N
- 4.2 NA NA NA NA NA NA
%Sé‘\‘/ : d\g':s 43 s s S S S S
desvios das 4.4 S S S S S S
intervencdes 4.5 S S S S S S
planejadas . 4.6 N.A N.A N.A N.A N.A N.A
Risco de Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo
Viés risco risco risco risco risco risco
5.1 S S S S S S
., 5.2 N N N N N N
%Se‘?/ : d\::s 5.3 N N N N N N
dados 5.4 NA NA NA NA NA NA
ausentes . 55 N.A N.A N.A N.A N.A N.A
Risco de Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo
Viés risco risco risco risco risco risco
6.1 PN PN PN PN PN PN
Qss-visna o3 g g R8T i
sl G4 NN A BN N
Risco de Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo Baixo
Viés risco risco risco risco risco risco
L, 7.1 PN PN PN PN PN PN
Qfeiég\a/;e;g‘a 7.2 PN PN PN PN PN PN
resultado . /.3 PN PN PN PN PN PN
relatado Rlsgg de B_auxo B_alxo B_euxo B_euxo B_alxo B_auxo
Viés risco risco risco risco risco risco

Legenda: 4.1. Houve desvios da intervencdo planejada além do que seria esperado na préatica usual? 4.2.
Se 'Sim' ou 'Provavelmente sim' para 4.1: Esses desvios da intervenc¢do planejada foram desequilibrados
entre os grupos e provavelmente afetaram o desfecho? 4.3. Co-intervenc¢des importantes foram equilibradas
entre 0s grupos de intervencdo? 4.4. A intervencdo foi implementada com sucesso para a maioria dos
participantes? 4.5. Os participantes do estudo aderiram ao regime de intervencéo atribuido? 4.6. Se 'N&o'
ou 'Provavelmente ndo' para 4.3, 4.4 ou 4.5: Foi utilizada uma anélise apropriada para estimar o efeito de
iniciar e aderir a intervencao? 5.1. Os dados de desfecho estavam disponiveis para todos ou quase todos 0s
participantes? 5.2. Participantes foram excluidos devido a dados ausentes sobre o status da intervencdo?
5.3. Participantes foram excluidos devido a dados ausentes em outras variaveis necessarias para a analise?
5.4. Se 'Provavelmente ndo' ou 'Nao' para 5.1, ou 'Sim' ou 'Provavelmente sim' para 5.2 ou 5.3: As
proporgdes de participantes e os motivos para os dados ausentes sdo similares entre as intervengdes? 5.5.
Se 'Provavelmente ndo' ou 'Nao' para 5.1, ou 'Sim' ou 'Provavelmente sim' para 5.2 ou 5.3: Ha evidéncias
de que os resultados foram robustos a presenca de dados ausentes? 6.1. A mensuracdo do desfecho poderia
ter sido influenciada pelo conhecimento da intervengdo recebida? 6.2. Os avaliadores dos desfechos
estavam cientes da intervencédo recebida pelos participantes do estudo? 6.3. Os métodos de avaliacdo dos
desfechos foram comparaveis entre os grupos de intervencdo? 6.4. Houve algum erro sistematico na
mensuracao do desfecho relacionado a intervencao recebida? 7.1 multiplas mensurac6es de desfecho dentro
do dominio do desfecho? 7.2 mudltiplas anélises da relagdo intervencdo-desfecho? 7.3. diferentes
subgrupos? Para cada pergunta, as possiveis respostas sdo: Sim (S), Provavelmente Sim (PS), Néo (N),
Provavelmente N&o (PN), N&o Informado (NI) e N&o aplicado (NA).
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No dominio 1 de avaliacdo do vies devido a fatores de confundimento, cinco
artigos foram classificados como baixo risco'?8-131:182 e ym como moderado®3. Todos os
estudos marcados como baixo risco de viés tiveram como resposta a pergunta “Existe
potencial de confusdo do efeito da intervengdo neste estudo?” Provavelmente Nao (PN).
Os estudos foram considerados dessa maneira pois ndo apresentaram explicitamente um
potencial de confusdo claro durante o estudo, as intervencGes foram bem controladas,
composto testados foram aplicados de maneira padronizada e controladas de acordo com
0 protocolo do estudo, sem divisdo do acampamento e intervengdes ao longo do tempo,
sem descontinuidades ou mudancas de intervengdes?®131182 O estudo marcado como
risco moderado de viés investigava pacientes com historico de DAC devido a exposi¢do
aPPD, o que poderia gerar fatores de confuséo ja que as rea¢des ndo podiam ser atribuidas
apenas a PPD, também ndo estavam presentes a divisdo do temo de acompanhamento da

intervencdo ou descontinuacdes ou mudancas na intervengao 83,

No dominio 2 de avaliacdo viés na selecdo de participantes para o estudo todos os
estudos foram considerados de baixo risco de viés, 128-131.182183 N3 pergunta “a selegdo
de participantes para o estudo (ou para a analise) foi baseada em caracteristicas dos
participantes observadas apds o inicio da intervencao?” foi respondida como “Nao” e a
pergunta “Foram utilizadas técnicas de ajuste que provavelmente corrigem a presenca de
vieses de selegdo?” foi respondida como “Sim” 128-131182183  Amhos os estudos ndo
apresentaram mudancas na selecdo dos participantes apds o inicios das intervences, a
selegdo ocorreu a partir de caracteristicas pré-existentes e ndo caracteristicas observadas
durantes as intervencdes, ndo existiu indicios de que a selecdo poderia ter sido
influenciada ap6s o inicio da intervencéo, a intervencdo foi aplicada de acordo com o
protocolo do estudo, o inicio do acompanhamento e da intervengdo coincidiram para

todos os participante 1281311821835

No dominio 3 de avaliacdo do viés na classificacdo das intervencdes todos 0s
estudos foram selecionados como baixo risco de viés?8-131:182.183 Na pergunta “Os grupos
de intervencao foram claramente definidos?”” todos os estudos foram respondidos com
Sim128-13L182183 N pergunta “As informagdes usadas para definir os grupos de
intervencdo foram registradas no inicio da intervencdo?” todos os estudos foram
respondidos com Sim?!28-13L182183 N terceira pergunta “A classificagdo do status da
intervengdo poderia ter sido afetada pelo conhecimento do desfecho ou do risco do

desfecho?” todos os estudos foram respondidos com Provavelmente Nao!28-131182183 Em
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todos o0s casos 0s grupos de intervencdo foram claramente definidos, com as reacdes
monitoras de forma padronizada e de acordo com o especificado no protocolo que trazia
qual intervencdo cada grupo usarial?8-131182183 'E nor fim, ndo ha indicagdes de que o
conhecimento do desfecho tenha influenciado a classificagdo da intervencéo, ja que o
protocolo foi padronizado e as reacGes foram monitoradas de forma direta, sem viés

relacionado ao conhecimento dos resultados?®131.182.183

No dominio 4 de Viés devido a desvios das intervencGes planejadas, todos 0s
artigos foram classificados com baixo risco de viés!?8-131.18218 ~ A pergunta “Houve
desvios da intervengdo planejada além do que seria esperado na pratica usual?” foi
respondida como “ndo” 128131182183 ' A ¢ perguntas “Co-intervencgdes importantes foram
equilibradas entre os grupos de intervencao?”, “A intervencao foi implementada com
sucesso para a maioria dos participantes?” e “Os participantes do estudo aderiram ao
regime de intervengio atribuido?” foram respondidas como “sim” 128131182183 Qg artigos
pontuam que as intervencdes foram conduzidas de maneira controlada, com aplicagao
precisa das formulacGes nas areas designadas, sem mencdo de desvios durante o
experimento significativos ou co-intervencdes desequilibradast?®13:182183 E por fim,

N&o houve problemas de ades&o, e os participantes seguiram o protocolo estabelecido?-
131,182,183

No dominio 5 de avaliacdo de viés devido a dados ausentes, todos os estudos
foram classificados como baixo risco de viés!?8-131:182183 ~ A perounta “Os dados de
desfecho estavam disponiveis para todos ou quase todos os participantes?” foi respondida
como “sim”128-181182183 - Ag perguntas “Participantes foram excluidas devido a dados
ausentes sobre o status da intervenc¢do?” e “Participantes foram excluidos devido a dados
ausentes em outras variaveis necessarias para a analise?” foram respondidas como “nao”
128-131,182.183 Cinco estudos mostraram os desfechos dos experimentos sem conter dados
ausentes ou exclusdo de participantes sem justificativas, o0 que sugere que os desfechos
estavam disponiveis para todos os participantes e ndo ocorreu a exclusdo devido a
resposta de intervencdes ou de outras provaveis varidveis na analise!?8129.131.182.183
Apenas um estudo, ocorreu a exclusdo de dados, mas isso aconteceu antes do inicio do

estudo e foi justificado na metodologia®*°.

No dominio 6 de avaliacdo na mensuragédo dos desfechos todos os artigos foram
classificados com baixo risco de vigs!?®131182183 E aq perguntas “A mensuragdo do

desfecho poderia ter sido influenciada pelo conhecimento da intervencdo recebida?”, “Os
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avaliadores dos desfechos estavam cientes da intervencéo recebida pelos participantes do
estudo?” e “Houve algum erro sisteméatico na mensuracdo do desfecho relacionado a
intervencdo recebida?” foram respondidas como provavelmente ndol?8-131182183 F 3
pergunta “Os métodos de avaliacdo dos desfechos foram comparaveis entre os grupos de
intervencgdo?” foi respondia como sim*?8131182183 Qg estudo utilizaram uma metodologia
objetiva para medir as respostas das intervencdes, com protocolos padronizados, sem
evidéncias de viés devido ao conhecimento da intervencdo por participantes ou
avaliadores, ndo foram mencionados erros sistematicos na mensuracdo dos desfechos,
sugerindo que a medicdo foi feita de forma consistente, sem influéncia significativa da

inte rvengéo recebi da1287131,182,1831287131,182

No dominio 7 de avaliacdo de viés na selecdo dos resultados relatos, todos os
estudos foram considerados de baixo risco de viés e tiveram respostas iguais para as trés
perguntas do dominio!?-131182183 ~ A5 perguntas “multiplas mensuracdes de desfecho
dentro do dominio do desfecho?”, “ multiplas analises da relagdo intervencéo-desfecho?”
e “diferentes subgrupos?” foram respondidas com provavelmente nao'?8-131:182.183 Tqdas
as medicdes de desfechos nos artigos foram baseadas no estabelecido no protocolo sem
estar vinculado a multiplos desfechos ou selecdo de efeito com base em subgrupos, as
analises dos desfechos foram feitas de maneira global e comparativa entre os grupos de

intervencao e controle!?8-131,182.183

Dessa maneira, apés as respostas de cada dominio, os estudos foram adicionados

a ferramenta robvis tool para a sumarizacdo dos resultados em cada dominio.
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Risco de viés dos dominios

Estudos

(B BN AN BN BN
®® 6 6 o e
[ 2N MO N N J

L M JEOMK BN BN

Dominios: Juu;arrer;‘tlo?j .
D1: Dominio de confundimento. e 0. erado
D2: Viés de selegao dos participantes. @ Baixo

D3: Viés de classificagao das intervengoes.

D4: Viés de desvios das intervengoes pretendidas.
D5: Viés de dados faltantes.

D6: Viés na mensuragao dos desfechos.

D7: Viés na selecao do resultado reportado.

Figura 5. Avaliacdo do risco de viés dos artigos classificados como ensaios clinicos ndo
randomizados.
Ferramenta robvis tool.1?5.
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6 CONCLUSAO

Na presente revisdo sistematica, 90 estudos, pré-clinicos (in vivo e in vitro) e
clinicos (ensaios clinicos ndo randomizados), foram avaliados em relacdo aos efeitos
toxicos da parafenilenodiamina (PPD), de forma a reunir e analisar dados sobre os efeitos
toxicos atribuidos a PPD e buscar quais sdo os efeitos adversos relatados pelo seu uso em
cosmeticos. No entanto, a etapa de metandlise ndo foi realizada, pois, apesar de os estudos
investigarem os mesmos desfechos, eles empregam metodologias distintas.

Dentre os estudos avaliados nesta revisdo, foi possivel observar que a PPD,
utilizada a 3,5% em tinturas de cabelo (500 pg/mL) e adicionada a tanques de zebrafish,
foi suficiente para atingir uma mortalidade embrionaria de 100%"°. Em porquinhos-da-
india, evidenciou-se o potencial de sensibilizacdo da PPD em trés estudos que realizaram
aplicacdo topica, demonstrando que esse efeito pode ser alcancado com apenas 0,1% de
PPD¥9140178 ‘e em concentracdes de 0,003 mg¥.

A administracdo oral de 40 mg/kg de PPD em ratos Charles River resultou em
fraqueza severa nos membros anteriores, alopecia, tremores generalizados, dificuldade
respiratoria, convulsdes e agravamento da dificuldade respiratoria proximo a morte. Ja
a administracdo oral de 0,4% de PPD levou ao aumento do peso do figado e dos rins, além

de causar degeneracio gordurosa hepatica em ratos F3441°,

O uso de 200 mmol/kg/dia por via subcutanea provocou necrose nos musculos
esqueléticos, no diafragma e na lingua de ratas Sprague-Dawley*’. A administracéo topica
de 1, 2 e 3 mg/kg por 30 dias resultou no aumento de biomarcadores séricos de leséo
hepética (ALT, AST e ALP) em ratos Sprague-Dawley?®3® . Quando utilizada a 1 mg/kg,
em ratos Sprague-Dawley, a PPD causou infiltracdo leucocitaria e necrose periportal
grave; em 3 mg/kg, levou a necrose centrolobular severa, dilatacdo da veia central e
exsudatos fibrinosos marcantes circundando a veia central, aderindo as estruturas

circundantes, além do aumento da hemoglobina?®.

A PPD reduziu a viabilidade celular de forma dose-dependente em células
uroepiteliais humanas (2, 5, 10, 20 e 40 g/mL)**3, células dendriticas (250 pM e 500
M), e linfocitos humanos (0,8 mM em 8 h)17°. Além disso, foi capaz de induzir danos
ao DNA e aumentar a expressdo de p53 em doses crescentes (2, 5, 10, 20 e 40 g/mL)*3,
(0,018, 0,046 e 0,37 mM por 24 h)*®3 (78, 156 ¢ 312 pg/mL)*®,
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Foram observadas alteracGes morfologicas em células SV-HUC-1 (0,018, 0,046 e
0,37 mM por 24 h)1%3 e em células renais de cdes Mardin-Darby (37,5 e 50 pg/mL)*.
Além disso, a PPD apresentou efeitos apoptdticos em células nHHDPCs (400 uM)*84, em
linfocitos humanos (0,8 mM)! e em células renais de cdes Mardin-Darby (37,5
ug/mL)3,

A PPD é um potente sensibilizador, sendo a principal responsavel pela dermatite
de contato alérgica (DAC). Essa condicdo pode ser facilmente identificada por meio do
teste de contato, no qual a exposicdo a 1% de PPD desencadeia respostas de elicitacdo,

evidenciando que essa concentracdo € suficiente para gerar uma resposta
imunomgiCa128,139,145,149,178,235

O uso de uma tintura capilar contendo 0,5% de PPD resultou em reagdes positivas
no teste de contato apds 30 minutos, 1 hora e 24 horas de aplicagio'?8. Além disso, a
aplicacdo tépica de PPD nas concentracdes de 0,1%, 0,5% e 1% foi capaz de desencadear
reacOes de sensibilidade cruzada com benzoquinona, para-aminodifenilamina, para-

aminofenol, para-toluenodiamina, mentol e benzocainal?.

Entre os estudos incluidos na revisdo sistematica, alguns buscaram comparar 0s
efeitos da PPD em relacéo a outros tratamentos. Foi observado que o extrato de Ecklonia
cava aumentou a taxa de sobrevida de zebrafish expostos a PPD quando utilizado nas
concentraces de 5% e 7%*7°.

A inibicdo de danos ao DNA e a reducdo da viabilidade celular induzidas pela
PPD foram minimizadas com o uso de antioxidantes, como vitaminas C e E, além de
inibidores das caspases-8 e -96341% Ap6s o processo de N-acetilagdo, a PPD origina
dois metabolitos: MAPPD (metabolito intermediario) e DAPPD (metabdlito
final)"®131152 O uso de 1% de MAPPD, DAPPD e PPD foi avaliado em um teste com
455 individuos, no qual apenas um apresentou reacdo a DAPPD, nenhum a MAPPD e 16
a PPD. Esses achados sugerem que os derivados acetilados da PPD, em geral, ndo
reativam células T, demonstrando um perfil de reducdo da resposta imunologica a PPD

no organismo ’/+141:162

Embora alguns compostos tenham reduzido os efeitos da PPD, outros
demonstraram potencial para intensificad-los. A administragdo oral de vitamina A em

camundongos das linhagens CBA/J e Balb/C aumentou os efeitos adversos da PPD*"". Da

126



mesma forma, a combinacdo da PPD com peroxido de hidrogénio potencializou a

citotoxicidade celular e os danos ao DNA, devido a oxidagao da parafenilenodiamina®®34,

Diversos mecanismos foram elucidados nos estudos incluidos nesta revisdo. Um
dos mais destacados é 0 aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) induzido pela
PPD, que é um marcador utilizado para avaliar o estresse oxidativo e o desequilibrio do
estado redox em tecidos e células'®3+18:17° A exposicio de zebrafish a 250 pg/mL de
tintura contendo PPD foi suficiente para provocar um aumento significativo de ROS*".
Também foi observada a liberacdo aumentada de histamina na presenca de 0,1 mL de
PPD (0,9% em 25% de etanol)®® e 0,1 mL de PPD (4% (p/v) em 25% de etanol*. Esse
aumento de histamina é um indicativo de hipersensibilidade, sugerindo o envolvimento

de células inflamatorias e uma possivel indugdo de dermatite de contato alérgica.

Além disso, a PPD gerou danos ao DNA e causou o acimulo de p53%°2, ativacéo
de ERK1/2'% e ERK5%, além da regulagdo positiva da transicio epitélio-mesenquimal
(EMT)*. PPD levou ao aumento da expressdo de CD40, 80 e 86 possibilitando que
células dendriticas ou a sinalizagdo por via MHC-II levassem a secrecdo de citocinas e
regulacdo positiva de moléculas coestimuladas aumentando, assim, a capacidade de

ativacdo de células T gerando uma reacdo imunoldgica e morte celular’4’.

Diante dos dados apresentados nesta revisao sistematica, foi possivel concluir que
o limite de 6% de PPD permitido em tinturas capilares pela RDC n° 03, de 20 de janeiro
de 2012, da ANVISA, pode ndo ser adequado para prevenir efeitos adversos em usuarios
de cosméticos que contenham esse composto, bem como em profissionais expostos
diariamente a esses produtos. A prevaléncia da alergia a PPD pode ser significativamente
reduzida por meio de estratégias eficazes de gerenciamento de risco, como rotulagem
preventiva e medidas de seguranga ocupacional, incluindo o uso de luvas de protecdo e a
minimizacdo do contato da tintura com o couro cabeludo durante a aplicacdo. Em vista
disso, € sugerido que haja uma reavaliacdo das diretrizes de seguranca e das
concentracdes de PPD nos produtos de tintura capilar, uma vez que os dados apresentados
indicam que, mesmo em concentracdes reduzidas, os efeitos toxicos e alérgicos

associadas a PPD continuam a representar riscos para a saude.
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Anexo 1. Descrigdo da busca de artigos.

Tabela Al. Termos de busca usados em cada base de dados e nUmeros de artigos
encontrados (continua).

Base de Numero de
dados Termos de busca utilizados artigos
pesquisada encontrados

((PPD) AND (cosmetic)) AND (toxicity) 46
((Paraphenylenediamine) AND (Cosmetic)) AND (Toxicity) 71
((PPD) AND (Tattoo)) AND (Toxicity) 5
((PPD) AND (henna)) AND (toxicity) 12
((Paraphenylenediamine) AND (tatto)) AND (toxicity) 7

Pubmed ((Paraphenylenediamine) AND (henna)) AND (toxicity) 19
((PPD) AND (in vivo) AND (toxicity) 49
((PPD) AND (in vitro) AND (toxicity) 88
((Paraphenylenediamine) AND (in vivo) AND (toxicity) 28
((Paraphenylenediamine) AND (in vitro) AND (toxicity) 63
ppd AND (‘cosmetic'/exp OR cosmetic) AND (‘toxicity'/exp OR toxicity) 161
ppd AND tatto AND (‘toxicity'/exp OR toxicity) 1
ppd AND (‘henna’/exp OR henna) AND (‘toxicity'/exp OR toxicity) 56
ppd AND ('in vivo'/exp OR 'in vivo') AND (‘toxicity'/exp OR toxicity) 71
ppd AND ('in vitro'/exp OR 'in vitro’) AND (‘toxicity'/exp OR toxicity) 275

Embase
(‘paraphenylenediamine'/exp OR paraphenylenediamine) AND 367
(‘cosmetic'/exp OR cosmetic) AND (‘toxicity'/exp OR toxicity)
(‘paraphenylenediamine’/exp OR paraphenylenediamine) AND ('tattoo'/exp 67
OR tattoo) AND (‘toxicity'/exp OR toxicity)
(‘paraphenylenediamine’/exp OR paraphenylenediamine) AND (‘henna‘/exp 101
OR henna) AND (‘toxicity'/exp OR toxicity)
(‘paraphenylenediamine’/exp OR paraphenylenediamine) AND ('in vivo'/exp 54

OR 'in vivo') AND (‘toxicity'/exp OR toxicity)
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Tabela Al. Termos de busca usados em cada base de dados e nimeros de artigos encontrados
(continuacéo).

Base de NUmero de
dados Termos de busca utilizados artigos
pesquisada encontrados
Embase (‘paraphenylenediamine’/exp OR paraphenylenediamine) AND (in 214

vitro'/exp OR 'in vitro') AND (‘toxicity'/exp OR toxicity)
PPD, cosmetic e toxicity (article title, abstract and keywords) 15
PPD, tattoo e toxicity (article title, abstract and keywords) 5
PPD, henna e toxicity (article title, abstract and keywords) 9
PPD, "in vivo" e toxicity (article title, abstract and keywords) 39
PPD, "in vitro" e toxicity (article title, abstract and keywords) 69
Scopus Paraphenylenediamine, cosmetic e toxicity (article title, abstract and 9
keywords)
Paraphenylenediamine, tattoo e toxicity (article title, abstract and 2
keywords)
Paraphenylenediamine, henna e toxicity (article title, abstract and 8
keywords)
Paraphenylenediamine, "in vivo" e toxicity (article title, abstract and 3
keywords)
Paraphenylenediamine, "in vitro" e toxicity (article title, abstract and 4
keywords)
(ppp) AND (cosmetic) AND (toxicity) 0
(PPD) AND (TATTOO) AND (TOXICITY) 0
LILICAS
(inglés) (PPD) AND (HENNA) AND (TOXICITY) 0
(BVS)
(PPD) AND ('IN VIVO) AND (TOXICITY) 0
(PPD) AND ('IN VITRO) AND (TOXICITY) 0
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Tabela Al. Termos de busca usados em cada base de dados e numeros de artigos
encontrados (continuagéo).

Base de NUmero de
dados Termos de busca utilizados artigos
pesquisada encontrados

(Paraphenylenediamine) AND (cosmetic) AND (toxicity) 0
(Paraphenylenediamine) AND (tattoo) AND (toxicity) 0
LILICAS L -
(inglés) (Paraphenylenediamine) AND (henna) AND (toxicity) 0
(BVS)
(Paraphenylenediamine) AND ("in vivo™) AND (toxicity) 0
(Paraphenylenediamine) AND ("in vitro™) AND (toxicity) 0
(PPD) AND (COSMETICO) AND (TOXICIDADE) 0
(PPD) AND (TATUAGEM) AND (TOXICIDADE) 0
(PPD) AND (HENA) AND (TOXICIDADE) 0
(PPD) AND ("IN VIVO") AND (TOXICIDADE) 0
LiLicas (PPD)AND ("IN VITRO") AND (TOXICIDADE) 0
(portugués)

(BVS) (Parafenilenodiamina) AND (cosmetico) AND (toxicidade) 0
(Parafenilenodiamina) AND (tatuagem) AND (toxicidade) 0
(Parafenilenodiamina) AND (hena) AND (toxicidade) 0
(Parafenilenodiamina) AND ("in vivo™) AND (toxicidade) 0
(Parafenilenodiamina) AND ("in vitro") AND (toxicidade) 0
(ppp) AND (cosmetic) AND (toxicity) 1

MEDLINE (PPD) AND (TATTOO) AND (TOXICITY) 4

(inglés)

(BVS) (PPD) AND (HENNA) AND (TOXICITY) 9
(PPD) AND ('IN VIVO) AND (TOXICITY) 46
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Tabela Al. Termos de busca usados em cada base de dados e numeros de artigos
encontrados (continuagéo).

Base de NUmero de
dados Termos de busca utilizados artigos
pesquisada encontrados

(PPD) AND ('IN VITRO) AND (TOXICITY) 74

(Paraphenylenediamine) AND (cosmetic) AND (toxicity) 5

(Paraphenylenediamine) AND (tattoo) AND (toxicity) 3
MEDLINE

(inglés) (Paraphenylenediamine) AND (henna) AND (toxicity) 10

(BVS)

(Paraphenylenediamine) AND ("in vivo™) AND (toxicity) 4

(Paraphenylenediamine) AND ("in vitro™) AND (toxicity) 9

(PPD) AND (COSMETICO) AND (TOXICIDADE) 2

(PPD) AND (TATUAGEM) AND (TOXICIDADE) 2

(PPD) AND (HENA) AND (TOXICIDADE) 0

(PPD) AND ("IN VIVO") AND (TOXICIDADE) 27
MEDLINE (PPD)AND ("IN VITRO") AND (TOXICIDADE) 49
(portugués)

(BVS) (Parafenilenodiamina) AND (cosmetico) AND (toxicidade) 0
(Parafenilenodiamina) AND (tatuagem) AND (toxicidade) 0
(Parafenilenodiamina) AND (hena) AND (toxicidade) 0
(Parafenilenodiamina) AND ("in vivo") AND (toxicidade) 0
(Parafenilenodiamina) AND ("in vitro") AND (toxicidade) 0

Google ppd AND cosmetic AND toxicity, filetype:pdf 823 encontrados,
Scholar 1 150 selecionados
Google paraphenylenediamine AND cosmetic AND toxicity, filetype:pdf 339 encontrados,
Scholar 2 150 selecionados
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Anexo 2. Artigos excluidos da revisdo e motivo da excluséo.

Tabela A2. Artigos excluidos ap0s a leitura na integra e motivos da exclusao.

Artigos

Motivo de exclusao

Ahmed et al., 2010!
Antelmi et al., 20222
Anetal., 20113
Soetal., 20114
Zanoni et al., 2017°
Katsarou et al., 1995°

Resumo Publicado em Congresso

Merk, 20027
Giles Jretal., 19768

Revisdo da literatura

Chung et al., 2000°
Suter et al., 199610
Dossou et al., 1985

Né&o avaliava a PPD mas sim outros compostos

Geppert et al., 2020*2
Venkatesan et al., 2019%3
Uter et al., 20034

Li et al., 2004%

Nohynek et al., 20156
Raghu et al., 2013'7

Han et al., 20188
Sutthipisal et al., 19921°
Hueber-Becker et al., 2006%°
Emmons et al., 19852
Nawalage et al., 2020
Hooff et al., 201123
Hueber-Becker et al., 20042

Estudo ndo é um ensaio clinico ou estudo experimental in
vivo ou in vitro

Pronk et al., 20112
Yokozeki et al., 19952
Park et al., 2018%"
Burnett et al., 1988%
Manjunatha et al., 20202
He et al., 2023%

Xing et al., 2006
Gradin et al., 2020%
Lee et al., 2018%
Sangeetha et al., 20103
Kock et al, 2015%°

Amo et al., 19883
George et al., 1996

Resultados ndo apresentavam dados para a PPD

Jain et al., 2013%
Mathur et al., 2005%
Bai et al., 201240
Nadeem et al., 20014
Hoting et al., 1995%2
Kawakubo et al., 2000%

Artigos que ndo foram encontrados para leitura na integra

Cho et al., 2003*
Burneit et al., 1975 4°

Né&o foram possiveis associar os resultados descritos a PPD

Wang et al., 20034
Dressler et al., 2006%7
Kawakubo et al., 199748
Stanley et al., 2005%°
Follmann et al., 201250
Calabrese et al., 19885
Nohynek, et al., 2005

Resultados apresentados eram do metabolismo, e ndo de
efeitos tdxicos
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Anexo 3. Resumo das principais informacdes de cada estudo incluido nesta revisao.

Tabela A3. Resumo dos principais achados nos artigos selecionados para a revisdo - Estudos in vivo, in vitro e ensaio clinico ndo randomizado (continua).

Autores / Ano
da publicacéo / Obijetivo Populagéo Intervenc¢do / Tratamento Metodologia Resultado Conclusao
Pais do estudo
- PPD pode atuar como um
Investigar se a PPD No tratamento e_te_:ste de viabilidade Teste de viabilidade PPD induziu EMT em SV-HUC-1, agente cancerigeno no
. celular foram utilizados 0 a 100 uM - ~ z - .
induz a EMT em SV- q - - . celular, ensaio de comprovado por alteracbes na céncer de bexiga. A via
. 6 - e PPD dissolvido no meio celular. 7~ " =" . p N
Liu et al.,2022 40 e analisar seu . x cicatrizagdo, morfologia celular, invasdo e ERKS5/AP-1 pode estar
- . SV-HUC-1 No teste de invasdo celular e . x A - .
China papel regulador na via miaracio  foram  adicionados.  nMvasdo, Western migracdo. PPD desencadeou a envolvida no efeito da
de sinalizacdo ERK5- dirgtar%wente no meio de cultural Blot, RT-PCR e ativacdo dasinalizagdo ERK5-AP-1. PPD em induzir o
AP-1 " Imunofluorescéncia ~ XMD8-92 levou a inibicdo de ERK5  desenvolvimento  desse
0,002, 0,01 e 0,05 uM de PPD . A
tipo de cancer
N A solucdo estoque de PPD (100
Inv.estlgagao dos mg/mL) foi dissolvida em Teste de viabilidade PPD reduz a viabilidade de forma
efeitos da PPD em - ~ - PPD pode ser um
Huang et al, DMSO e diferentes concentragbes celular, Ensaio  dose-dependente. PPD leva a danos .
2007143 SV-HUC-1, e  a SV-HUC-1 foram preparadas no meio de Cometa  alcalino, no DNA. PPD aumenta, de forma pote_naa[ . agente
relagdo com danos ao ' ) ' carcinogénico para o

Taiwan

Wadaan et al.,
20051
Arabia Saudia

DNA, expressdo de
p53 mutante e COX-2

Efeito de tintura
oxidativa na pele de
coelhos

Coelhos (6M e

6F), variagdo
de peso de
1050 - 1150 g

cultura (DMSO a 0,1%). As
concentracGes finais para PPD
foram 2, 5, 10, 20 e 40 g/mL

Tépica (costas, couro cabeludo e
orelhas).

Sem especificacdo da concentragdo
de PPD

Imunocitoquimica,
Western Blot e
analise estatisticas

Andlise visual dos

efeitos

dose-dependente, a expressdo de
p53 mutante e COX-2.

Pelo adquiriu coloracéo preta ap6s a
primeira aplicacdo; Na semana 8 o
pélo estava seco e facilmente
separado do couro cabeludo;
Surgimento de alopecia (costa e
cabega) a partir da semana 16 pontos
de alopecia; Sensibilidade da pele na
semana 20, com hiperemia irregular
e crostas; Presenca de sinais de
desconforto, comportamento
irritado e perda de peso (redugdo da
ingestdo de dieta)

cancer de bexiga

Possibilidade de reacéo
cruzada e presenca de
sensibilizagdo  cuténea
entre 0s compostos da
tintura

Legenda: PPD — parafenilenodiamina. EMT - transicéo epitélio-mesenquimal. SV-40 células uroteliais humanas imortalizadas. ERKS - quinase regulada por sinal extracelular 5. AP-1 - proteina
ativadora 1. XMD8-92 - 2-[2-etoxi-4-(4-hidroxipiperidin-1-il)anilino]-5,11-dimetilpirimido[4,5-b][1,4]benzodiazepin-6-ona. P53 — fosfoproteina 53. COX 2 - ciclooxigenase 2. SV-HUC-1 -

Células epiteliais uroteliais humanas. DMSO - dimetilsulfoxido.
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Tabela A3. Resumo dos principais achados nos artigos selecionados para revisao - Estudos in vivo, in vitro e ensaio clinico ndo randomizado (continuagéo).

Autores / Ano
da /pg:ilgcijagao Objetivo Populagéo Intervencdo / Tratamento  Metodologia Resultado Concluséo
estudo
PPD aumentou ACP, GST e tirosinas. Elevacdo acentuada
de LPO, histamina na pele apdés a exposicdo a PPD.
Porauinhos-da- Aumento de ACP, LPO e histamina nos dias 15 e 30. GST
indicell albinos e tirosinase foram elevadas no dia 30. Sem alteracdo de PPD tem a
Avaliacdo da N Dose diaria de 4% da GSH apds a exposicdo. Aumento de ACP pode estar capacidade de
S (fémeas), com x - . - . - .
atividade . solugdo de PPD em 25% de  Analise relacionado a danos internos generalizados aos lisossomos — penetrar no eixo do
Mathur et al., s peso  variando o o o -
199545 enzimética, LPO e entre 240 e 260 etanol. Aplicacdo topica de enzimtica e do tecido inflamado. O aumento de GST e tirosinase pode cabelo e da pele,
. liberacéo de S g. 0, mLemumaéreade2x2 peroxidagdo  estar associada as altera¢Bes dermatolégicas devido ao causando alteracdes
India : - 30 animais (10 do s . s - -
histaminas na pele Gruno Controle e M lipidica acumulo de PPD. O aumento de LPO sugere a possibilidade histopatoldgicas
apos o uso de PPD 20 P do  Grupo de formacéao de radicais livres, levando a danos no tecido. que resulta na
Tratado) P A elevagdo de histamina indica a possibilidade do irritagdo da pele
envolvimento de células inflamatorias (mastdcitos) e
inducdo de DAC, que pode causar aumento da
permeabilidade devido ao aumento da vasodilatagdo
Duas concentragdes de PPD,
Avaliagdo do 23}?5; dlsiomg;% no(3r2e£ Efeito anti-
Kumar et al, potencial anti- . ' BRE reduz significativamente a frequéncia de SCE de genotdxicos da
p r pg/mL  + RES (33,33 SCE - x
2020 genotdxicos da PBLsS forma dose-dependente, enquanto a PPD aumenta a BRE e inducdo da
PR . . pg/mL) + HO (1,028 - ) . o
India BRE induzida ug/mL): 2. PPD (200 frequéncia de SCE, também de maneira dose-dependente genotoxicidade por
pela PPD ug/mL) + RES (200 pg/mL) PPD
+ HO (6,17 pg/mL)
Avaliagdo dos Avaliacdo de Pele: Levemente irritante, casando eritema com melhora
efeitos irritantes . efeitos em 72 horas. O indice de irritagdo primaria foi de 0-3. A variabilidade nas
Coelhos albinos P L . . : . ~ ) L
na pele e mucosa A o irritantes e  Toxicidade oral: letargia e piloerecdo; Reagfes comuns: toxicidades agudas
da Nova Zelandia Aplicacdo dérmica e ocular S h g
Lloyo et al, do olho. S testes aumento da salivacdo, ataxia, tremores corporais finos, ressalta a
135 — e ratos da (coelhos). Aplicagdo oral ~ L DR L -
1977 Avaliagdo da ..~ oculares alteragbes na frequéncia respiratoria, diurese e diarreia; necessidade de
- linhagem CFY. (ratos). Sem especificacdo P - . . o~
Inglaterra toxicidade oral, de - x (coelhos). Resultados da autdpsia: escurecimento do figado e rins, avaliacbes
Peso variando de da concentragdo de PPD B - ; . e
12 compostos 90-122 Avaliacdo da escurecimento ou palidez do bago, hemorragias nos especificas das
presentes em g toxicidade pulmdes e intestinos, e inje¢do dos vasos sanguineos substancia.

tinturas de cabelo

oral (ratos)

intestinais e mesentéricos

Legenda: ACP - fostase acida. LPO - peroxidagdo lipidica. GSH — glutationa. PPD — parafenilenodiamina. DAC — dermatite de contato. PBLs — linfécitos do sangue periférico humano. RES

— resorcinol. HO — peroxido de hidrogénio. SCE — Ensaio de Troca de Cromatides irmas. BRE — raizes de beterraba.
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Tabela A3. Resumo dos principais achados nos artigos selecionados para revisao - Estudos in vivo, in vitro e ensaio clinico ndo randomizado (continuagéo).

Autores / Ano
da publicacéo / Obijetivo Populacéo Intervenc¢do / Tratamento Metodologia Resultado Concluséo
Pais do estudo
Ratos da coldnia Analise 2-metoxi-p-PD foi mais miotoxica. Sem
Munday et al Comparagdo da Ruakura, derivado Aplicacio subcutinea diaria de PPD  cromatografica efeitos de PPD a 100 mmol/Kg. Presenca de  Indicacdo  de
199947y " miotoxicidade de de Sprague (1%0 eQZOO mmol/Kg) e 2-metoxi-p-PD histold igca ' e lesbes de gravidade variavel na histologia. seletividade de
Nova Zelandia 2-metoxi-p-PD e Dawley. Fémeas (25, 50, 75 ¢ 100 mmgoI/K ) P anéliseg das lesdes Presenca de necrose no gastrocnémio, resposta em
PPD de 12 semanas de T g musculares diafragma e lingua com PPD a 200 mmol/ mdsculos
idade Kg esqueléticos
Camundongos  tratados  apresentaram
Avaliagdo dos Anélise tumores, principalmente linfomas de tipos
efeitos da Camundongos (50 histoldgica (pele e mistos em vérios 6rgdos, adenomas Presenca de
Stenbick et al aplicacdo animais) 9 da Aplicacgdo topica, duas vezes ao dia, de  tumores de pulmonares benignos, dermatofibromas, efeitosg de
19766157 " percutanea de linhagem Swiss da PPD e p-aminonitrofenol (0 e 5%) e tecidos). Analise hemangiomas hepéticos, uterinos e Carcinoaenicos
. PPD, p- 1ag tioglicolato (1 e 2%) em acetona hematolégica e subcutineo e neoplasma ovariano. O grupo g
Estado Unidos colénia  Eppley. em

Mosley-
Foreman et al.,
2008%

Estados Unidos

aminonitrofenol e
tioglicolato de
sodio

Avaliacéo dos
efeitos citotdxicos
apos exposicao de:
1,2-,1,3-e1,4-PD;
4-cloro-1,2-PD, 4-
cloro-1,3-PD e
4 5-dicloro-1,2-
PD

Desenvolvimento
de protocolos de

Coelho (40F)

HaCaT
células/ mL)

(10°

Camundongos

PPD dissolvido em DMSO foi
adicionado ao meio de cultura

Aplicacdo tdpica 5 vezes na semana por
3 semanas; aplicagdo topica (abdémen e
costas) por 5 dias consecutivos; injecdo

quimica (sangue e
urina).  Andlise
estatistica

Estudo
citotoxicidade
(HaCaT)

Avaliacio do

controle apresentou 67 tumores, (papilomas,
ceratoacantomas e carcinomas de células
escamosas). Os coelhos ndo mostraram
alteraces no local de aplicagdo

Sem irradiagdo luminosa, PPD ndo
apresenta citotoxicidade em HaCaT a até
1000 uM. Entretanto, sob irradiagéo
luminosa, PPD  causou diminuigdo
significativa na viabilidade celular a 1000
UM

Presenca de sensibilizacdo ap6s uso pela via
topica e intraperitoneal. Vit. A aumentou a

camundongos

Correlagdo a
PPD e a
luminosidade
podem
influenciar
viabilidade
celular

Presenca de
sensibilizacdo
por duas vias.

Kalish et sensibilizacio em fémeas da cepa intraperitoneal de células esplénicas inchaco da orelha resposta daPPD. A sensibilizagdo nas costas  Células de baco
al., 199577 ¢ ¢ CBA/) e Balb/c sensibilizadas a PPD por 7 dias, e proliferacio de é mais eficaz que a no abddémen para e linfonodo
Estados Unidos ;Técr);enos pa(;i com 6 semanas de camundongos suplementados com vit. células do sensibilizadores  fracos. Células do indicam
contato idade A, aplicagdo tdpica na orelha por 10 dias  linfonodo e bago linfonodo e bago foram capazes de proliferar  resposta
com PPD a 0,1%. Sem mencdo a em resposta a PPD imunoldgica
concentracdo de PPD especifica

Legenda: 2-metoxi-p-PD - 2-metoxi-p-fenilenodiamina PD — fenilenodiamina. PPD — parafenilenodiamina. HaCaT — queratindcitos humanos da pele. DMSO - dimetilsulféxido. Vit. A — vitamina

A
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Tabela A3. Resumo dos principais achados nos artigos selecionados para a revisao - Estudos in vivo, in vitro e ensaio clinico ndo randomizado (continuacao).

Autores / Ano Intervencio /
da publicacéo / Objetivo Populacéo T ¢ Metodologia Resultado Concluséo
: ratamento
Pais do estudo
Andlise do potencial de
d > Os compostos foram
inducdo de quebras de licad - .
fitas simples de DNA em aplicados no meio  Ensaio Cometa, _ .
Chye et al, linfoci celular, dissolvidos teste de PPD nas doses de 100 a 500 uM induziu .
64 infocitos humanos por P S L e Presenca da quebra de fitas
2008 - ) Linfécitos Humanos em DMSO (1%), em viabilidade celular genotoxicidade em linfocitos humanos .
- PPD e seus derivados: 2- < x simples de DNA
Taiwan concentracles de 50 e correlagdo de de forma dependente da dose

Leeetal., 2008%*
Correia do Sul

Coulter et al.,
20067
Inglaterra

cloro-p-PD, 4-cloro-0-PD,
2-nitro-p-PD e 4-nitro-o-
PD

Investigacdo da toxicidade
cutanea da aplicacdo de
PPD em ratos com
deficiéncia de X0
induzida por tungstato

Avaliagdo da relagdo entre
a oxidagdo da PPD e a
maturagdo funcional de
CD

Ratos machos
Sprague-Dawley
(24M), com peso

corporal médio de
230,10g. Divididos

em 4 grupos
(6/grupo):
alimentados  com

SD, TD, PSD e PTD

CD derivadas de
monaocitos humanos.
Doadores (4M e 4H)

saudaveis, sem
histérico de
exposicdo a tintura
de cabelo, idade

variando entre 24 e
35

a 500 puM por 2
horas

Uso topico de PPD
(2,5% em 2% de
NH40H). Durante
as aplicagoes, foi
administrada  uma
dieta suplementada
com TD (0,72 g/Kg)
ou SD por 10 dias

CD foram incubadas
com PPD e BB por
16 horas nas
concentragles 1, 5,
20, 30, 50 e 100puM

Kendall

Avaliacdo da
ACP, GPX, GST,
SOD e XO;

determinacdo do
teor de proteinas,
do contetdo de
GSH e do nivel de

LPO; analise
histolégica e
estatistica

Teste de
viabilidade
celular. Avaliacdo
dos de GPX.
Contagem
radioativa em
contador de
cintilagdo.

Cromatografia de
LC-MS

Os grupos sem PPD ndo apresentaram
danos significativos. O PTD exibiu
queratina granular mais irregular e
formacdo de queratina imatura em
comparacdo ao PSD. A atividade de
ACP foi maior no PTD. A atividade de
XO no grupo PSD foi mais elevada do
que nos grupos SD. A eliminacdo de
ROS no grupo PTD foi reduzida, e o
LPO aumentou em comparagdo ao grupo
PSD

PPD resultou em aumento da expressao
de CD40, MHCII e na proliferagdo de
linfécitos halogénicos. Concentracdes
de PPD acima de 250 puM causaram
morte celular, sendo a concentracéo letal
acima de 100 pM. Nem a PPD nem a BB
alteraram a expressdo de CD80, CD83
ou CD86. Foi confirmada a oxidacédo da
PPD em BB no meio celular

A toxicidade cutanea da PPD
€ maior em animais
suplementados. O aumento da
atividade de XO no PSD esta
associado a  toxicidade
provocada pela PPD.
Evidéncias de aumento de
ROS por outros sistemas
geradores, além de XO,
influenciaram a toxicidade da
PPD

PPD, ndo a BB, realiza
ativacdo seletiva das CD.
GPX inibe a formag8o de BB
mas ndo a ligacdo de PPD as
proteinas

Legenda: PPD- parafenilenodiamina. PD — fenilenodiamina. DNA - &cido desoxirribonucleico. PPD — parafenilenodiamina. DMSO - dimetilsulfoxido. CP — Células pré-tratadas. XO — Xantina
oxidase. SD — Dieta padrdo. TD — Dieta suplementada com tungstato. PSD — dieta padrdo com PPD. PTD — dieta padrdo aplicada com tungstato. NH4OH - hidréxido de aménio. ACP — fostase
acida. GPH — glutationa. GST — glutationa S-transferase. SOD — superdxido dismutase. XO — Xantina oxidase do tipo O. GSH — glutationa reduzida. ROS — espécies reativas de oxigénio. CD —
Células dendriticas. BB - Base de Bandrowski. LC-MS - Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa. CD-40 - Cluster de diferenciagcdo 40. MHC Il - complexo principal de
histocompatibilidade 1l. CD-83 Cluster de diferencia¢do 83. CD-80 Cluster de diferenciacdo 80. CD-86 - Cluster de diferenciacio 86.
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Tabela A3. Resumo dos principais achados nos artigos selecionados para a revisao - Estudos in vivo, in vitro e ensaio clinico ndo randomizado (continuacao).

Autores / Ano da

publicagdo / Pais Obijetivo Populagéo Intervencdo / Tratamento Metodologia Resultado Concluséo
do estudo
Rat 48 G2 apresentou leve fraqueza. G3 apresentou edema na  Presenca de
Avaliacdo  da ar?ir(:lsais) ( da Testes cabeca, pescogo e faringe. G4 apresentou fraquezas toxicidade
toxicidade de . hematoldai severas nos membros anteriores, alopecia, tremores em  hepatica,
tintura de cabelo fl%?ﬁfWistar Exposicio oral e subcutinea esn;?:t(r)o(r)r?elz(tﬁ; todo o corpo, convulsdo e dificuldade respiratoria perto  metabolica e
El-Amin et al., para verificar com 11‘ corFr)1 dgses de 10 ma/K (GZ)l colcr)\ta em ' de da morte. Aumento da atividade enzimas hepaticas anemia  com
2014 %0 anormalidades semanas  de 20 mg/Kg (G3) e 930 gm Ko pla ugtas (TGO, ALT, ACP) e diminuicéo dos niveis de proteinas alteragdes  no
Avrabia Saudita bioquimicas, idade G4 9/kg grrg F‘nf%c'to ' plasmaticas (total, albumina e colesterol) de forma dose-  sistema
hematoldgicas e i/ariayéo de (G4) blaséfilloss‘ e dependente. Aumentou da glicose sanguina (dose- imunoldgico e
disfuncdo esog 140- neutréfilos dependente). Redugdo de Hb, RBCs, PCV, TWBCs, possiveis
hepatica 2609 CHCM e MCV. Aumento de plaquetas e linfécitos. efeitos na
Indicacdo de sinais de anemia medula 6ssea
2\6?:&5:5: ida d(ia ﬂ]_sad'g s%iumgfadgeegggag% r?w& PPD demonstrou ser fracamente mutagénica na presenca
g : ¢ r da fragdo S-9. No entanto, sua mutagenicidade aumentou  PPD apresentou
de PPD antes e de mistura S-9 ou 0,5 mL. de significativamente apds oxidacdo com H202 e na mutagenicidade
anGs a oxidacdo Ratos - Wistar tampao  fosfato  (teste ~ da prgesen(;a de NH4OHIO com resu%tados mais acentuados elevagc]ia
or H202 auséncia de S-9), 0,1 mL da i ~ ! - A
P ' machos (40F), T apos reacdo com S-9. A adicdo de H202 elevou a possivelmente
(Salmonella cultura de caldo nutriente da . o o - N
L pesando entre . Ensaio de mutagenicidade da PPD em 500 vezes. A aplicagdo devido a
typhimurium 120 e 140q: cepa bacteriana de teste e 2 mL icidad spica de PPD incidéncia sianificativa de  f x
TA9S). e 140g; de 4gar contendo 50 pM de mut,a_gemgl ade topica de Amostrou uma incidéncia signi icativa de  formacao
Roianano et al. Avaliacio  da Salmonella histidina e 50 UM de biotina Andlise histologica tumores na glandula maméria e induziu fibromatose de  significativa de
19é637p " muta gnicidade typhimurium Ensaio de carcin% enicidade dé (bexiga, rim, tecidos moles em fémeas. Em machos, foram observados BB durante sua
A g ~. cepaTA98; " gen ‘... figado, pulmdo, tumores em miultiplos orgdos, incluindo figado oxidacdo. PPD
Tailandia da PPD (fracdo x forma topica e subcutanea. G1: A . . . . - .
Fragdo  S-9 glandula maméria, (colangiocarcinoma e adenoma de células hepéticas), oxidada

S-9 hepaéticas de
ratos).
Investigacdo do
potencial
carcinogénico
da PPD oxidada
por H20:2 (ratos
Wistar)

foram usados
ratos machos
pesando entre
250300 g

0,5mL da mistura 1:1 PPD (5%)
em NHOH (2%) semanal por 18
meses. G2: 0,AmL de uma
mistura de 1:1 PPD (5%),
NHisOH (2%) NaCl (1,8%) e
H202 (6%) a cada 2 semanas por
18 semanas. G3: do veiculo de
G1. G4: veiculo do G2

salivar, tireoide) e
analise estatistica

rim (nefroblastoma com metéstases pulmonares e
pancreéticas), bexiga urindria (papiloma de células
transicionais) e glandula adrenal (adenoma cortical). A
aplicagdo topica de PPD oxidada foi altamente eficaz na
inducédo de tumores na glandula mamaéria de ratas, com
6 de 7 ratas sobreviventes desenvolvendo tumores em
trés drgéos (glandula mamaria, tecidos moles e Gtero)

demonstrou ser
cancerigena em
ratos  Wistar,
com maior
incidéncia em
fémeas

Legenda: Hb — hemoglobina. PCV - volume globular. RBC — contagem de glébulos vermelhos. TWBC — contagem total de glébulos vermelhos. VCM- volume corpuscular médio. CHCM —
concentragdo de hemoglobina corpuscular média. TGO- transaminase oxalacética. ALT - Alanina Aminotransferase. H,O, — perdxido de hidrogénio. NH4OH - hidréxido de aménio. NaCl
— hidréxido de sédio. BB - base de Bandrowski.
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Tabela A3. Resumo dos principais achados nos artigos selecionados para revisao - Estudos in vivo, in vitro e ensaio clinico ndo randomizado (continuagéo).

Autores / Ano Intervencio /
da publicacéo / Obijetivo Populagéo Tratamgnto Metodologia Resultado Conclusao
Pais do estudo
I PPD demonstrou ser um potente indutor de
Sensibilizacdo por - x N - .
- inflamacdo cutdnea. A mistura de tintura
Cpn_tato, por via . provocou inflamagdo profunda, infiltracdo
. topica (parte dorsal Ensaio LLNA, o ', . . .
Potencial . - neutrofilica e necrose em algumas areas. Ap6s PPD é um potente indutor
B das orelhas): PPD imuno- S - - ~ A
sensibilizant . . . a aplicacdo do corante ou da mistura, foram de inflamacdo cutanea. As
A (25 uL a0,1%); PPD  histoquimica, P -
e cutaneo de (0.25%); PPD (1% ELISA. Citometria detectados niveis elevados de TNF-a, IL-1B e tinturas de cabelo
Bonefeld et al., tinturas Camundongos (32F) ' ' 3 ) . IL-6, diferentemente do oxidante isolado. A mostraram  ser  fortes
112 - em acetona /leo de de fluxo. Expressdo ) - P . -
2009 capilares CBA/Ca. Ao todo 8 grupos - . mistura de tintura resultou em aumento das sensibilizantes, induzindo
- . oliva, 4:1); 25 uL da de marcadores de ..~ ~ . - ~ ~
Dinamarca permanentes  com 4 animais . - e citocinas, com produgdo persistente mesmo inflamagdes, producdo de
mistura de tintura de  superficie celular de . L I ~
em - . ap6s a lavagem. Tanto o corante quanto a citocinas e infiltracdo de
cabelo composta por linfonodos apds a - P ] -
camundong . S .~ mistura elevaram os niveis sistémicos de IL-6.  células B e T nos linfonodos
gel de cor e oxidante aplicacdo de anti- e « . .
0s (1) e 125 uL do  CD4 A infiltragdo de células B foi observada com drenantes
ox-ide,mte OL’J duo ol 1% de PPD, gel colorido e mistura. A mistura
d g induziu a proliferacdo de células TCD4* e
e cor TCD8*
Teste de letalidade
dominante: Ratos Charles Teste de letalidade O LD50 para 0s compostos
Mutagenicid River CD, (20M, 40 do dominante: é de cerca de 28mg/Kg,
ade letal grupo  controle), peso Utilizou-se uma dessa forma a dose de
dominante variando entre 205 e 225g. concentracdo de 20 20mg/Kg pode ter levado a
por Teste de toxicidade oral: mg/Kg. A solugdo . Machos tratados ganharam 15% de peso uma toxicidade sistémica e
Burnett et al., harl : % foi et de letalidade d | d ltad qucsio d
19772 co[np_ostos Ratos Charles Rlver_ CD, aquosa a 0,2% foi dominante e analise comparado com os controles. Nos estudos ter resu tado na redugéo da
Estados Unidos  duimicos (5M e 5F), peso variando administrada em um estatistica topicos apenas o orto, meta e PPD levaram a  fertilidade e aumento das
usados para entre 200 e  300g. volume de dose del mortes na dose de 5g/Kg de peso corporal perdas pré-implantagdo. Os
tingir 0 Toxicidade percutdnea: mL/100 g de peso compostos ndo causariam
cabelo Coelhos da Nova Zelandia, corporal. Estudo de mutacdes letais dominantes

grupos com 4 a 8 animais, toxicidade aguda: nas condicbes de uso
peso variando entrel,7- emulsdo de O:A normal do produto
2,5Kg

Legenda: PPD - parafenilenodiamina. LLNA — Ensaio do Linfonodo Local. ELISA — ensaio Imunoenzimatico. TNF-a - Fator de Necrose Tumoral alfa. IL-1B — interleucina 1 beta. I1L-6"-
interleucina 6. TCD4+ - células T positivas para cluster de diferenciacdo 4. TCD8+ - células T positivas para cluster de diferenciacdo 8. DMSO - dimetilsulféxido. O:A — emulsdo 6leo em agua.

LD50 — dose letal mediana.
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Tabela A3. Resumo dos principais achados nos artigos selecionados para revisao - Estudos in vivo, in vitro e ensaio clinico ndo randomizado (continuagéo).

Autores / Ano Intervencdo /
da publicacéo / Obijetivo Populagéo T ¢ Metodologia Resultado Conclusao
Pais do estudo ratamento
PPD a3 mg/Kg causou retardamento N ppp ¢ capaz de destruir muitos glébulos
crescimento dos animais. Houve anemia - ~
grave, com reducio significativa na vermelhos por meio de alteragBes em suas
Avaliagdo contagem de hemacias (59%), hematdcrito ?s(t)rrefs?slg golsisc'iatEi\I/i) rewccc))rn h;ncilsdrzopgg Irl]JC;LIJZoIg
Analisar 0 Ratos hematc?lé ica (50%) e hemoglobina (70%). Observou-se eritrécitos  sdo extrer%amente’ se?\siveis
perfil Sprague- (TEC C?DT Hb linfocitose, maior  porcentagem de devido a sua alta concentracdo de oxigénio
. hematolégic Dawley, 20 Exposicdo  topica no ' ' ' Dlastécitos, manchas, e células pilosas no - : 1 genlo.
Bharali et al., ) I N PCV e e ~ A linfocitose e a leucocitose observadas
2012% 0 POS USOamimals, dorso. Concentracdo de 0, reticuldcitos) sangue periférico. Alteragbes refletem uma resposta inflamatéria, e a
india topico  de divididos 1, 2 e 3 mg/Kg/dia por 90 avaliacio ' morfoldgicas graves nos eritrocitos foram andlise da circulacio periférica révelou
PPD em em 4 grupos dias histolg ica (baco) identificadas, e o PCV reduziu ap6s o ossiveis sinaisg dpe malianidade
solugdo ® por e ’ anél%se tratamento com PPD. Baco apresentou Eemato oiética. O aumento dos gcentros
aquosa grupo) estatistica hipertrofia, congestdo, pigmentos na polpa erminzf\)tivos nc;s foliculos esplénicos indica
vermelha, expansdo do tecido germinativo gueaPPD estimulou a hi erprolifera 30 de
e extensos depodsitos de hemossiderina, queal niperp G
indicando acumulo de ferro no tecido I!nfoc!tos B, correl_acmn_ando_—s_e com a
. linfocitose e a leucocitose identificadas
esplénico.
1° tratamento - G1: PPD Avaliagdo do grau
Porquinho- (0,AmL a 0,1% em &gua de sensibilidade. . .
- da-india - destilada). G2: FCA Andlise das PPD __f0| determinado como - um
Avaliagéo A . . sensibilizador forte e causou pigmentacéo . S
fémeas com (0,1mL). G3: PPD  células o Foi observada sensibilizacdo cruzada entre
da 0.1mL Isionad linfonodais. T na pele dos animais. Houve aumento da PPD PAP MPD. A 50 d
_ sensibilidad ~ PeS° entre  (0,1mL) emulsionado em linfono ais. Teste blastogénese  de linfécitos  quando e ou . A extensdo da
Lietal., 1995%1° 300 e 400g. FAC (0,1%). 20 de viabilidade - blastogénese por PAP foi maior do que a
~ e cruzada o . cultivados com PPD, MPD e PAP, com ou - .
Japéo Dividas em tratamento: PPD (0,5mL celular, observada com MPD, sugerindo que ha
entre PPD e , - - - sem a presenca de EC, de forma . S
9 grupos em 5% de &gua destilada). citotoxicidade x maior sensibilizacdo cruzada entre PPD e
PAP OU" experimenta 3° tratamento — PPD inespecificacontra dependente da_dose. A extensdo da PAP do que entre PPD e MPD
MPD eXp P resposta a PPD foi maior do que a 4
is e 5 de (0,025mL), PAP (1%) e LNC. Contador de
. L observada com PAP e MPD
controle MPD (5% em 4gua cintilagdo liquida.
destilada) Andlise estatistica

Legenda: PPD - parafenilenodiamina. TEC - Tempo de Coagulagdo. CPT - Contagem de Plaqueta. Hb — hemoglobina. PCV- volume globular. MPD — meta-fenilenodiamina. PAP- para-
aminofenol. FCA - Adjuvante completo de Freund. EC — células epidérmicas.

157



Tabela A3. Resumo dos principais achados nos artigos selecionados para revisao - Estudos in vivo, in vitro e ensaio clinico ndo randomizado (continuagéo).

Autores / Ano Intervencdo /
da publicacéo / Objetivo Populagéo T ¢ Metodologia Resultado Concluséo
Pais do estudo ratamento
Avaliacdo do Intradérmico: PD é um forte sensibilizador, e, quando
potencial de Porquinho-da- 0,1% de PPD e sensibilizados por ela, ha uma grande A PPD foi confirmada como a mais
sensibilizagdo . quinn pTD em salina e Teste de GPMT, possibilidade de reacdo cruzada. Reagdes i ~
. N india - fémeas - suscetivel a causar reagdes cruzadas.
Xie et al, cutanea de 5 da linhagem 0,1% de PAP e avaliacdo do comecaram a aparecer em 24 horas e aumentaram Dessa forma.  probde-se que a
2000140 produtos Hartle Fgeso PAB em aceite de  potencial de em 48 horas (pico de resposta). Todos 0s animais sensibilizacio ' crﬁzaga ocorr?: ela
Japdo quimicos e as varian?j/.o entre oliva. Dérmico: sensibilizacdo e a dos grupos PPD, pTD, PAB e PAP apresentaram formacio gde hantenos comunsp ou
reatividades 300 e 350 PPD, pTD, PAB e reatividade cruzada  reacdo positiva (0,1%). A reatividade cruzada a semelﬁantes P
cruzadas entre g PAB diluidos em PPD foi confirmada nos desafios com pTD, PAP e
eles 1% de petrolato PAB na concentracéo de 0,1%
Determinacio  da PPD torna o meio celular citotdéxico. Taxa de PPD realiza a auto-oxidag&o, levando
Cultura de decom osigéo decomposi¢cdo da PPD foi maior nas suas aproducédo de radicais livres e ROS de
Leratindcitos es ontgneag de PPD concentrages iniciais. PPD (5-10 pug/mL por 30 forma dose-dependente. A expressao
ﬂumanos teslie deviabilidadeé minutos) aumentou a incorporacdo de 3H- de ICAM-1 foi induzida pela PPD,
Investigacao deriva dosl de PPD (1-20ug/mL) crescimento celular timidina. Concentragcdes mais elevadas tiveram o  sugerindo uma correlagdo com o
Picardo et al., dos efeitos da rendicio diluida em PBS e Avaliacio do danc; efeito citotoxico menor e incorporacdo de 3H- estresse oxidativo gerado pela auto-
1992118 PPD em Prep adicionada ao . (a0 do timidina. Exposicdo por periodo mais longo (3-24  oxidagdo da substancia. Este estresse
s neonatal. - lipoperoxidativo, da . ok
Inglaterra queratindcitos - meio de cultura de ~ horas) geraram mais morte celular. A oxidativo desempenha um papel
Cultivados em P expressdo de ICAM- . .- . . - - x
humanos queratindcitos citotoxicidade de PPD conseguiu reduzir a crucial na inducdo de DAC

Viswanathan et
('31I.,198568
India

Avaliacdo dos
efeitos de PPD
na produgdo
de radicais
livres,
atividade de
SOD e niveis
de histamina

fibroblastos de
camundongos
irradiados

Porquinhos-
da-india peso
variando  de
200 a 300g

Aplicagdo no teste
de contato
dérmico de PPD
(0,9%) diluido em
etanol (25%),
solucdo de PPD +
etanol (0,1 mL) e
etanol

1, andlise de FACs,
ensaio de aderéncia
de T-blast e andlise
estatistica

Avaliacdo de LPO e
SOD, andlise da
influéncia de
suplementos

atividade de superdxido dismutase e catalase.
Expressio de ICAM-1 teve um aumento
significativo da aderéncia ap6s 24 horas de
tratamento

Presenca de hiperqueratose ap6s 24 horas do uso
de PPD. O contetdo de histamina aumentou até 48
horas e diminuiu apds 72 horas de exposicdo a
PPD

ocupacional. A inflamag&o resultante
desse estresse oxidativo pode ser
fundamental para o desenvolvimento
de uma resposta imune

O aumento do contetdo de histamina
pode estar vinculado a uma reacdo de
hipersensibilidade temporaria.

Legenda: PPD - parafenilenodiamina. pTD — para-toluenodiamina. PAP — para-aminofenol. PAB — para-aminobenzeno. GMPT - Teste de Sensibilizagdo Maxima em porquinhos-da-india. LPO
- peroxidacdo lipidica. PBS - Solugdo Salina Tamponada com Fosfato. HPLC - Cromatografia Liquida de Alta Performance. SOD- Superoxido Dismutase. CAT — Catalase. GSH - glutationa.
ICAM-1 - molécula de adesdo intercelular 1. FACS — citometria de fluxo. 3H-timidina - Tritio-timidina. ROS — espécies reativas de oxigénio. DAC — dermatite de contato aguda. SOD — superéxido
dismutase.
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Tabela A3. Resumo dos principais achados nos artigos selecionados para revisao - Estudos in vivo, in vitro e ensaio clinico ndo randomizado (continuagéo).

Autores / Ano

da publicacéo / Obijetivo Populagéo Intervencdo / Tratamento Metodologia Resultado Concluséo

Pais do estudo
Avaliacdo dos mecanismos Reducdo da viabilidade de A presenca de inibidores de
de citotoxicidade e Teste de forma tempo-dependente.  caspases e vit. C e E, aumentam
genotoxicidade  induzidos viabilidade Aumento da viabilidade aviabilidade celular. PPD induz
pela PPD em células x . celular comyvit. Ce E, inibidor a producdo de ROS em células
MDCK, incluindo os efeitos A solugdo estoque de P.PD (100 celular, ensaio de caspase (8 € 9). PPD gerou MDCK, que é inibido na

Chen et al naviabflidade celular, danos mg/mL)  foi d'SSOIV'.da em  cometa € dano a0 DNA e brodugéo de preseng’a de antioxidantes. A

2010% " a0 DNA e indugéo de MDCK DMSO, e diferentes TUNEL. ROS. PPD (37,5ug/mL), ativacdo das caspases ocorre de

Taiwan apoptose. Investigacdo da concentracges (12,5 25; 375, Medicao ~ de auméntou a conder‘lsagéo da; forma dependente do tempo
influéncié de antioxidantes ou 50 ug/mL) foram  ROS e das cromatina e a fragmentagdo culminando em apoptose O

adicionados ao meio de cultura  atividades ‘

Soler-Niedziela
et al., 1991104
Estados Unidos

de Boeck et al.,
2015172
Bélgica

na reducdo da citotoxicidade
causada pela PPD e vias de

sinalizacdo da
apoptogénese.
Avaliacido da

genotoxicidade dos
compostos COP, NOP e
PPD em micronucleos de
camundongos

Avaliacdo dos danos ao
DNA ap6s tratamentos com
PPD, OPP e 2,4-DAT

Camundongos da

linhagem CD-1,
com 5 animais por
dose. Foram

sacrificados apo6s
24, 48 e 72 horas
de tratamento.
peso corporal
variando entre 25
e30g

Ratos machos da
linhagem

Sprague-Dawley,
idade variando
entre 7-9 semanas

Injecdo intraperitoneal de COP
(400mg/Kg), NOP (500mg/Kg)
e PPD (25, 50 e 100mg/Kg).
Seguida da coleta de MO do
fémur dos animais, nos periodos
de 24, 48 e 72 horas

Via oral, 1 vez ao dia, por 3 dias
consecutivos de: PPD (2,5,5,0 e
10,0 mg/mL) dissolvido em
solugdo  salina  fisiologica
(0,9%), OPP (250, 500 e 1000
mg/Kg/dia) e 2,4-DAT (3,75,
7,5 e 15,0 mg/mL)

caspases (8, 9
e 3/7)

Ensaio de
micronucleos
da MO e
analise
estatistica

Ensaio
Cometa,
analise
histopatol6gic
a (figado e
estomago) e
RT-PCR

nuclear. PPD aumentou a
atividade de caspase (8, 9 e
3/7) de maneira dependente do
tempo

PPD reduziu
significativamente a razdo
PCE/NCE, nas seguintes

situagdes: 100mg/Kg (24 e 72
horas), 25mg/Kg (48 horas) e
50mg/Kg (72 horas)

2,4-DAT leva a danos em
células hepaticas e maior
migracdo do DNA no ensaio
cometa. OPP e PPD ndo
levaram a danos significativos

pré-tratamento com inibidores
de caspases (exceto caspases
3/7) impede a ocorréncia da
apoptose

PPD néo apresentam resultando
carcinogénicos, mas apresentou
sinais de genotoxicidade a curto
prazo em microndcleos na MO

Genotoxicidade de 2,4-DAT em
células hepéticas.

Legenda: MDCK- Células renais de cdes Mardin-Darby. TUNEL - Marcagao de Extremidades de Fragmentos de DNA por Terminal Desoxinucleotidil Transferase e dUTP. Vit. — vitamina. COP
- 4-cloro-o-fenilenodiamina. NOP - 4-nitro-o-fenilenodiamina. MO — medula 6ssea. MPCE - eritrocitos policromaticos com microndcleos. PCE - valor de eritrocitos policromaticos. NCE -
eritrécitos normocromaticos. OPP — orto-fenilfenol . 2,4-DAT - 2,4-diaminotolueno. TBA — &cido tiobarbitlrico. RT-PCR - Reacdo em Cadeia da Polimerase com Transcrigdo Reversa
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Tabela A3. Resumo dos principais achados nos artigos selecionados para a revisao - Estudos in vivo, in vitro e ensaio clinico ndo randomizado (continuacao).

Autores / Ano
da publicacéo / Obijetivo Populagéo Intervencdo / Tratamento Metodologia Resultado Concluséo
Pais do estudo
Teste de osmoticidade dos RBCs: PPD Teste biol6gico de
(5ug/mL) em solugdes hipotdnicas de NaCl. e blolog . A . E os resultados
AL - © resisténcia PPD leva a efeitos de resisténcia temporaria de
Teste de solubilizagdo com antioxidantes: e - . . apresentados na
- osmética, hemolise em RBC, e isso foi afetado quando L
Explorar as RBCs PPD (5ug/mL) em solucées contendo NaCl S ! - atividade de
acoes doados por (45 e 5g/L), GSH (ImM), BME (1mM) solubilizacéo da colocado para reagir com antioxidantes (GSH e protecio
Srhayri et al.,, moleculares voluntarios Teste de estabilidade osmoética com RBC: zr?t%xi dantes com Eo'\r/lrfa)'égzg g”gq)ggoasd? Oe;i_(E)c;)nst)ag:ere;eacl)lsztgrfoe: hemolise, na
20167 da PPD em com idade PPD foisolubilizado e adicionado a solugdes Avaliaca ' d mag PPB limeri pd d ) | E'I' q presenca e na
Marrocos RBCs em variando hipot6nicas de NaCl. Teste de solubilizagdo vallagdo 0s  maior na polimerizado do que Solubilizado. 5, ap o de
ambiente entre 25 -35 de PPD com aritioxidante' PPD foi efeitos da PPD  poli-PPD pode contribuir na protecdo conta a antioxidantes
hipotdnico anos solubilizado e adicionado és solucdes polimerizado emum - hemolise, pela reducdo de permeabilidade agua em foi similar’ a
P ¢0 eletrodo, teste RBC. Antioxidantes (GSH e BME) inibem a
contendo NaCl (4,5 e 5 g/L). Teste de efeito fisico-auimicos e formacio da poli-PPD ands a oxidacio resposta do
da PPD polimerizado em um eletrodo: PPD anéliseqestatl’stica ¢ P P G poli-PPD
foi polimerizado em eletrodo de platina
PPD em concentragGes crescente gerou a perda
- tipica da morfologia, aumento celular,
Teste de V|ab|I|an_de condensagao nuclear, vacuolizagdo do citoplasma
— celular, analise . -
Avaliagdo morfolbaica e © encolhimento celular. PPD reduz a viabilidade
do MDCK com 00 téti?:a celular de forma dose dependente, a presenga de Indicativo  de
Chen et al, mecanismo  densidade PPD (125, 25, 375 ou 50 /mL) Af)vaﬁia ao' do H:0: intensifica o efeito. PPD provoca apoptose e UE 2 aD0DHoSe &
20063 de apoptose, celular de adicionadc; éo me’io de’cultura HO otenc?al fragmentacdo do DNA de MDCK. Apds o qmediadpa P elo
Taiwan induzida 1x10° 'Fransmembrana tratamento de 24 horas da PPD ocorreu, de forma aumento dap 53
pelaPPDem células/pogo mitocondrial dose-dependente, 0 aumento de células na subfase P
MDCK eletroforese ! e G1. PPD reduz a integridade da membrana celular

Western Blot

com a diminuicéo do potencial de transmembrana
mitocondrial. PPD aumenta a atividade de p53, de
forma dose dependente

Legenda: PPD- parafenilenodiamina. RBCs —contagem de glébulos vermelhos. NaCl — cloreto de s6dio. GSH — glutationa. BME - beta-mercaptoetanol. Poli-PPD — Poli-parafenilenodiamina.

MDCK - células renais de cies Mardin-Darby. H-O: - peroxido de hidrogénio. P53 -proteina 53. Subfase G1 — Fase de intervalo/ GAP 1. DNA - Acido Desoxirribonucleico.
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Tabela A3. Resumo dos principais achados nos artigos selecionados para a revisao - Estudos in vivo, in vitro e ensaio clinico ndo randomizado (continuacéao).

Autores / Ano da

Intervencéo /

ublicacéo / Pais Objetivo Populagéo Metodologia Resultado Conclusao
P ¢ ) pulag Tratamento g
do estudo
'm,“’_“) hlstoqu_lmlc,a_ e_ A resposta imunolégica indicou o desenvolvimento de
. Camundongos analise histoldgica: ; O A
Analisar como a ~ - . ~_uma inflamacdo significativa na pele dos animais, A presenca de Treg
. C57BL/6  fémeas. avaliagdo da inflamag&o - - e x S
exposicdo regular N . ¥~ caracterizada por inchaco nas orelhas e infiltracdo evidéncia que o
. Foram usados 4 S cutanea, determinagdo . . .
a tinturas de Aplicagdo celular. PPD resultou no aumento na proliferacdo de sistema

Rubin et al,
201085
Dinamarca

Bharali et al,
g01274
India

Abd-Elzaher et al.,
201238
Egito

cabelo
permanentes afeta

as respostas
imunoldgicas pré
e anti-

inflamatorias

Investigar a
relacdo entre a
aplicacdo topica

subcrdnica de
PPD e alteragdes
na estrutura dos
rins

Testar 0s riscos
atribuiveis a
aplicacdo topica,
repetida de PPD, e
avaliagdo dos
efeitos em o6rgéos
e biomarcadores
sanguineos

animais por grupo
experimental (grupo
exposto a tintura de

cabelo e grupo
controle exposto a
6leo de oliva-

acetona (1:4)

Ratos da linhagem
Sprague-Dawley
(20M), com peso
variando entre 120 e
1409

Ratos machos
albinos (40 animais,
divididos em 4
grupos), com peso
variando entre 185 e
210g

topica na parte
dorsal da orelha
de PPD (0,1, 0,5
ou 3%)

Aplicagdo
topica na parte
dorsal, sem pelo
de PPD (1, 2 e
3mg/Kg,
correspondendo,
respectivamente
,aGl1, G2 e G3)
por 60 dias

Aplicacéo
topica de PPD
(1,2 e 3 mg/Kg)
uma vez ao dia
por 30 dias.
Grupo controle
foi pitando com
agua destilada

de marcadores BrdU+,
CD4*, CD8*, IFN-y*,
IL-17 e IL-10. Analise
da  distribuicdo  de
celuas B e T,
identificagdo de células
T e realizagdo de andlise
estatistica

Histologia renal e
andlise hematolégica e
bioquimica do soro

Exames
histopatoldgicos e
bioquimicos dos
marcadores  hepaticos,
cardiacos, renais e
pancreéaticos

células TCD4* e TCD8*. Observou-se que, até a quarta
exposicéo, houve um aumento gradual na expressao de
CD4*, CD8*, Foxp3+ e células Trl CD4*BrdU*IL-
10*. Além disso, a quarta exposicdo foi marcada por
um aumento significativo na proliferacdo de células T,
com a proporcao de células T inflamatdrias atingindo
cerca de 14%.

Reducdo significativa dos nudmeros de glébulos
vermelhos  (G3), volume corpuscular meédio
aumentado (G3), hemoglobina menor G2) e aumento
de reticulécitos (G2 e 3). Necrose tubular extensa e
vacuolizagdo citoplasmatica em todos o0s grupos
tratados. Em G3 foi observado a inflamagédo tubular
intersticial e infiltragdo de leucdcitos hipertonicos,
aumento da creatinina sérica. Em todos os grupos a
creatina fosfoquinase estava aumentada. Presenca de
deposicdo de pigmentos de ferro nos rins

PPD elevou os niveis de marcadores hepaticos (ALT,
AST e ALP). No rim elevou os niveis de creatinina e
ureia, principalmente nas doses mais altas, e levou a
inflamac&o cronica intersticial e fibrose de forma dose-
dependente. O figado, o pancreas e o coragdo
apresentaram inflamac&o crénica dose-dependente

imunoldgico  dos
animais buscou
controlar a resposta
causada pela
exposicdo a tinturas
de cabelo

Os marcadores
renais alterados sdo
um grande
indicativo de
rabdomidlise

Necessidade de
encontrar novos
substitutos  menos
prejudiciais a satde
que apresentem
mais seguranca a
populagdo

Legenda: PPD — parafenilenodiamina. BrdU+ - bromodeoxiuridina. CD4+ - Cluster de diferenciagdo 4. CD8+ - Cluster de diferenciacdo 8. IFN-y - interferon-gama. IL-17 — interleucina 17.
CD25+ - Clustber de diferenciagdo 25. Foxp3+ - fator de transcri¢do P3. IL-10 — Interleucina 10. Treg- células T reguladoras. G1, G2, e G3 — grupo 1, 2 e 3. AST — Aspartato Aminotransferase.
ALT — Alanina Aminotransferase. ALP- Fosfatase Alcalina.
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Tabela A3. Resumo dos principais achados nos artigos selecionados para a revisao - Estudos in vivo, in vitro e ensaio clinico ndo randomizado (continuacéo).

Autores / Ano
da publicacéo / Objetivo Populagéo Intervencdo / Tratamento Metodologia Resultado Concluséo
Pais do estudo
In vivo:
Camundongos In vivo: No primeiro teste (teste Mest original) foi aplicado na In vivo: PPD. BPENAS  roce de
Balb/c  (24F), . - - levou a sensibilizacdo .
. pele 50 uL de PPD (5%). Apds 5 dias, ocorreu o desafiado com . R inchaco da
com idade licacio de 25 uL. do h b lados d apés trés doses. As ih d
variando entre 6 2 apicacdo de 5 L do _apteno eém ambos s lados de uma Avaliagdo do concentracBes ideias  Ored °
Desenvolver um teste e 8 semanas orelha e 25 pL de uma mistura de acetona e azeite nos dois inchaco da foram de 1-3%. sendo o camundongo
Garrigue et al., sensivel para detectar In vitro: LN e de lados da outra orelha. A espessura das orelhas foi avaliada apos orelhg of  temno incha olméximo pode ser um
1993176 sensibilizadores  de : 6, 12, 24, 48 e 72 horas. No segundo teste (teste variante) h P P ¢ .. modelo
LNT T . meio e em 24 horas. In vitro: .
Franca contato em . . ocorreu a aplicagdo tépica de 50 pL do hapteno por 3 dias .- .. experimental
enriquecidas, - S - . . viabilidade presenca de resposta ..
camundongos . consecutivos. Os animais foram desafiados 5 dias apos a ”» atil para estudar
com densidade o A . o ~ celular otima de TLN .
- aplicacdo de sensibilizagdo. In vitro: Administracdo L diferentes
respectiva  de g - . o sensibilizadas por PPD S
o epicutanea de PPD (3% x 3 dias) em veiculo acetona:azeite. - ~ sensibilizadores
5x10 U Os animais foram sacrificados ap6s 5 dias da Gltima aplicago foi na concentragao de de contato
2,5x105 células P plicag 2,5ug/mL
por pogo
Investigacio dos  Ratos G1: Uso intraperitoneal de DEN (1 dose de 200 mg/Kg), H;E?;fcggr:?e
estigac . seguido da suplementac&o oral de PPD (1000, 330 e 110 ppm). parcia, ¢ Ligeiro retardamento de  Risco
. efeitos da PPD na F344/DuCrj ) . . - histologico, A
Hagiwara et al., carcinogénese (150M) com G2: Uso intraperitoneal de DEN (1 dose de 200 mg/Kg). G3: uantificacio  PES° corporal no grupo carcinogénico
1990132 1nog . . Uso intraperitoneal de salina, seguido suplementacdo oral de 4 ¢ de PPD. PPD (1000 da PPD para o
x hepéatica em ratos apds cerca de seis - de focos
Japéo . PPD (1000, 330 e 110 ppm). SG (1-4) (grupo controle): . ppm) aumentou 0 peso homem  pode
0 tratamento inicial semanas de ~ , . positivos para / . .
- suplementagdo oral de 3’-Me-DAB (600 ppm), DEN foi o relativo do figado ser minimo
com DEN idade C . . i y-GT, analise
administrado via intraperitoneal e PPD por via oral L
estatistica
Avaliacéo do Células TK6 de
potencial genotdxico linfoblastoides PPD ndo induz

Sassa et al,
2021171
Japéo

de quatro substéncias
utilizando um ensaio
aprimorado de
mutacdo génica do
gene TK em células
XRCC1—/—/XPA—-/—

humanos e
células
XRCCI1-/-/XP
A—/— a uma

concentracdo de
500.000
células/mL

Aplicagdo no meio de cultura NEDA (50 a 200 pg/mL), PPD
(100 a 1000 pg/mL), auramina (10 a 70 ou 20 a 80 pg/mL) e
MG (sem relato da concentracdo). Os tratamentos foram
realizados com ou sem a adi¢do de uma mistura de figado de
rato S9 (4,5%)

Teste de Ames
e ensaio de
mutacdo génia
do gene da
timidina

PPD (100-1000 pg/mL)
levou a uma reducdo da
viabilidade celular de
TK6 e
XRCC1—-/—/XPA-/—

lesGes de bases
de DNA ou
adutos
volumosos em
condigdes
fisiologicas

Legenda: LN - Células linfonodais. LNT - Células linfonodais com células T de camundongos. PPD — parafenilenodiamina. DEN — N-nitrosodietilamina. 3'-Me-DAB - metil-4-
dimetilaminobenzeno. G1, 2 e 3 —grupo 1, 2 e 3. SG — subgrupo. y-GT - gama-glutamil transferase. NEDA - N-(1-naftil)etilenodiamina di-hidrocloreto.
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Autores / Ano
da publicacéo / Objetivo Populacéo Intervencdo / Tratamento Metodologia Resultado Conclusao
Pais do estudo
Porquinhos- Animais desaﬂ_aQos com HQ, PPD demonstrou uma
Avaliagdo da da-india x . P apresentaram _ reatividade crugada com sensibilizagdo potente
P . Inducdo pela via intradérmica (PPD a 0,1%) e PPD, mas apenas na concentragdo de 0,1% -,
reatividade albinas da . 0 - . . ja na segunda
To-o et al. cruzada da a- cepa tépica (PPD a 1%). Em seguida, foram Avaliacio da (0,03 mg) de HQ. J& a poténcia de exXDO0SICAO A
2010139 N arbutina com a He?rtle desafiados com a-arbutina, HQ ou PPD em reativit(i;ade sensibilizagdo da PPD foi evidenciada em Iilzosifa éo da HO
Japiio PPD ou HQ fémeazl diferentes concentragdes (0,01, 0,05% e cruzada todos os animais quando desafiados com 9&3 duziu G
P 0,1%). As reacOes foram lidas em 24, 48 e 72 PPD, mesmo na concentracdo mais baixa . ... .
usando o testede  pesando . S - - significativamente  a
maximizacio aoroximada horas apo6s as aplicagdes de desafio de desafio, 0,01% (0,003 mg) de PPD. A reatividade cruzada
¢ n?ente 400 a-arbutina  ndo apresentou aparente com PPD
9 reatividade cruzada com a PPD ou HQ
. Culturas . . . Ensaio de . e - A mut_ag_enludade €a
Investigar O pacterianas Uso de diversos produtos, e todos dissolvidos Ames.  ensaio PPD e ndo foi mutagénica nas cepas TA98 citotoxicidade
efeito da de em DMSO, incluindo a PPD. No teste de de ! e TA100, com ou na auséncia de S9. PPD  dependem do nimero e
Chung et al. Presenca do Salmonella Ames foi usado cultura bacteriana (0,1 mL), citotoxicidade apresentou TC50 de 0.7 umol/mL e na da posicédo dos
34 " grupo nitro em L amostra (0,5 mL) e uma mistura de tampao - presenca do grupo nitro foi de 0.4 substituintes no anel de
1996 typhimuriu x . N , determinacéo - . .
. compostos . fosfato, solucdo de glicose, solucdo de i pmol/mL. PPD foi capaz de induzir o benzeno, sendo que a
Estados Unidos " m e células . .. . - Cab, e analise ~ ;
aroméaticos na CHO-K1 histidina (2 mL). No teste de citotoxicidade do meio do aumento das aberragBes em CHO-k1. E presencga do grupo nitro
mutagenicidade (3x105 com células CHO-k1 foram tratadas com otencial de &Y potencial de oxidagdo foi superior a foi crucial para conferir
e citotoxicidade células/mL) varias concentragdes do composto gxi dacio +1.0V mutagenicidade aos
¢ compostos
Desenvolviment HaCaT foi semeada em placas de 12 pogos.
o de um ensaio HaCaT e Em seguida, os PBMC foram semeados sobre
in vitro baseado PBMC nas queratindcitos e adicionadas IL-4, GM-CSF  Categorizacdo
. e TGF-B1 nas concentragfes de 100, 100 e 10 do potencial -
Sonnenburg et em coculturas respectivas . - S Sensibilizadores fortes
145 - ng/mL, respectivamente. Foram usadas de PPD, classificada como irritativo e
al., 2012 para a densidades, : PO . S . ou extremos tendem a
' e diversas substancias no estudo, entre elas a sensibilizagdo, sensibilizante forte. O EC50 foi 42 pmol/L g
Alemanha identificagdo do 6x10* e - . S ser irritantes
otencial de  3x10° PPD. Toda§ fc_>ram dlssolwdas_e_m DMSO irritativo e
Eensibilizagéo e células/cm? (concentracdo final de 0,1%) e adicionadasno  EC50

irritacdo

meio cultura em concentragdes crescentes até
a citotoxicidade

Legenda: PPD — parafenilenodiamina.

HQ - Hidroquinona. CHO-k1 — células de ovario de hamster chinés. DMSO - dimetilsulféxido. Cab - aberragdes cromossoémicas. TC50 — concentragdo
toxica de 50%. HaCaT - queratindcitos humanos. DCrc - Células relacionadas as células dendriticas. PBMC - células mononucleares do sangue periférico. IL-4 — interleucina 4. GM-CSF - Fator
estimulador de colénias de granuldcitos-macréfagos. TGF-B1 — fator de transformagdo do crescimento 1. PPD - parafenilenodiamina. EC50 — metade do efeito maximo citotéxico.
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Tabela A3. Resumo dos principais achados nos artigos selecionados para a revisao - Estudos in vivo, in vitro e ensaio clinico ndo randomizado (continuacéao).

Autores / Ano da

publicagdo / Pais Objetivo Populagéo Intervenc¢do / Tratamento Metodologia Resultado Conclusao
do estudo

Linfocitos de  pacientes  alérgicos A ativacio de linfocitos T

proliferaram com PPD e BB (8). Linfocitos vacdo -
x A . em individuos alérgicos

. P de ndo alérgicos proliferaram apenas com

Determinar se a Linfdcitos . ~ . T - x com PPD representa uma
PPD e BB humanos Diversas  concentragdes Ensaio de BB(14).Ag|uta.t|0na|mped|u aformggao de importante discriminacio
estimulam as  doados de foram utilizadas tanto de proliferagdo, BB, mas néo a ligacdo de PPD nas células e entre individuos aléraicos

, - PPD quando de BB. contagem de células no soro, e nao inibiu sua estimulacdo o org
Coulter et al, células T de pacientes e saudaveis. A diferenca

2007¢°
Inglaterra

Ade et al., 200646
Franca

Schreiner et al.,
2007147
Alemanha

pacientes alérgicos
ou ndo, e explorar a
relacdo entre
imunogenicidade de
células T e alergia

Investigar a relacdo
da expressdo de
CD86 e a
citotoxicidade
induzida

sensibilizadores

por

Desenvolvimento e
validacdo de um
ensaio in vitro para
avaliar o potencial
de sensibilizacdo

alérgicos (8)
ou saudaveis
(16) e do
cordao
umbilical

U937 a uma
densidade de
1x108
células/mL

Cocultura de

HaCaT e
monocitos  a
uma
densidade de
6x10% e 2-
3x107
células/mL,

respectivamen
te

Linfocitos de pacientes e
voluntéarios foram cultivados
e estimulados com
diferentes concentracdes de
PPD e BB

Os sensibilizadores,
incluindo a PPD, foram
dissolvidos em meio de
cultura, sem mencdo a
concentracdo utilizada

HaCaT foram
criopreservadas em FCS
com DMSO (10%), em
seguida 0s mondcitos foram
semeados sobre 0s
queratindcitos. PPD (31,25,
62,5, 125 e 250 pM) foi
dissolvida em etanol
absoluto e adicionada ao
meio de cultura

T, analise de

citocinas e
quimiotoxinas e
ensaio de ligacdo
irreversivel

Expressdo de CD86,

deteccdo da
apoptose avaliacao
quantitativa de

caspase-3 ativa e
inibicdo da apoptose

dependente de
caspase

Ensaio de
sensibilizagdo,
analise FACS e
ELISA

especifica dos linfocitos. A analise dos
clones de células T de pacientes alérgicos
revelou secre¢do de IL-4, 5 e 13, TNF-aq,
MIP-1a e B e RANTES. A proliferacdo de
linfocitos associada a exposicdo a PPD e BB
¢ dose-dependente, apresentando resposta
proliferativa (0,1 e 50 mM) e inibidoras (100
mM)

PPD aumentou a expressdo de CD86 de
forma dose-dependente. Na presenga de PPD
0 CD86-SI ndo excedeu 200 a 250 e a
viabilidade celular ndo foi afetada. PPD
apresentou uma regulacdo positiva da
expressio CD86 na auséncia  de
citotoxicidade significativa

PPD induziu citotoxidade na cocultura. A
aplicacdo de PPD (31,25uM) gerou uma
regulacéo positiva de CD86. Concentragdes
acima de 125 uM ndo forneceram células
vitais suficientes para o célculos de CD86

de relacdo da
concentracédo e efeitos de
PPD e BB pode estar
associado a citotoxicidade
de seus efeitos. Ambas
estimulam a resposta
mediada por TCD4*

A expressdo aumentada
de CD86 em resposta a
PPD néo esta diretamente
ligada a citotoxicidade ou
apoptose resultante da
exposicao ao
sensibilizador

A inovagdo do teste
testado no estudo permitiu
identificar a sensibilidade
as alergias de contato

Legenda: BB — Base de Bandrowski.. IL-4, 5 e 13 — interleucina 4, 5 e 13. TNF- o- Fator de Necrose Tumoral alfa. MIP-1a - Proteina Inflamatéria de Macrdfagos-1 alfa. MIP-1b - Proteina
Inflamatéria de Macréfagos-1 beta. RANTES - Regulado ap6s Ativagao, Expresso e Secretado Normalmente por Linfécitos T. TCD4+ - linf6citos T com cluster de diferenciagéo 4. U937 - Células
mieloides humanas. NiSO4 - Sulfato de niquel . CD86-SI - indice de Estimulagio de CD86. ELISA - Ensaio Imunoenzimatico. Ensaio de FACS - citometria de fluxo.
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Autores / Ano da

publicagdo / Pais Objetivo Populagéo Intervencdo / Tratamento Metodologia Resultado Conclusao
do estudo
Ensaio de MTT, e
Cocultura: queratindcitos foram ELISA e IL-la
cultivados, por 4 dias. Em Calculo do EE-
Descricio  de seguida, foi adicionado ao meio  EC50 A
um ¢ método acido ascorbicos e os EE, e (concentracdo irritabilidade
otencial para cultivados por 10 dias, seguido quimica  efetiva Valores encontrados para a PPD foram: EE-EC50 ode ser. em
potencial  p - pelo tratamento com PPD (10, necessario para (0,16 - sensibilizador cutaneo forte), HRIPT (6,9) e P '
dos Santos et al., classificacdo de Queratindcitos  de , - x - - parte, um
148 e . 30, 100 e 300 mM). Células reduzir a RE-IL-1010 (3,08). A PPD n&o conseguiu reduzir a
2010 sensibilizadores  prepucio neonatal e S . o . ) x . fator
. . reconstruidas: células viabilidade celular atividade metabdlica do EE na concentracdo soltvel .
Paises Baixos de acordo com EE S . - s - A - determinante
A epidérmicas foram mantidas em em 50%) e o valor mais alta testada, devido a sua interferéncia no ensaio U
sua  poténcia - - da poténcia
- especial® por 24 horas, depois EE-IL-1al10 com MTT
irritante usando . - ~ do
EE foram expostas a PPD dissolvida (conc_entragao sensibilizador
em DMSO (0,1% v/v para quimica

Katsumi et al.,,
1982100
Japéo

Investigar  0s
efeitos da PPD
em ratos F344

Toxicidade aguda:
ratos F344, de
ambos 0S  sexos,
com 6 semanas de
vida, foram
divididos em 5
grupos, contendo de
10 a 11 ratos cada.
Toxicidade crbnica
e carcinogenicidade:
ratos F344, de
ambos 0SS  Sexos,
foram divididos em
3 grupos

queratindcitos submersos e 1%
v/v para EE)

Toxicidade  aguda:  foram
alimentados com dieta em po
contendo PPD (0,4, 0,2, 0,1 e
0,05%) e o grupo controle
recebeu dieta normal.
Toxicidade cronica: G1 e 2, com
63 a 69 ratos de cada sexo, foram
alimentados com dieta contendo
PPD (0,1 e 0,05%). G3, com 24
a 25 ratos de cada sexo, foi
alimentado apenas com a dieta
normal

aumentada da
secrecdo de IL-la
em 10 vezes)

Teste de
carcinogenicidade
e de toxicidade
aguda e cronica

Toxicidade aguda: PPD (0,4%) , na semana 12, levou
a um retardamento de peso corporal, 0 peso desse
grupo era metade do grupo controle. PPD (0,4%)
levou ao aumento da porcentagem do peso do figado
e dos rins. Nao ocorreu alteracdes histopatolégicas
do figado e rim, apenas uma degeneracéo gordurosa
no figado quando tratados com as doses elevadas.
Toxicidade cronica: fémeas do que receberam 0,1%
tiveram os pesos médios do corpo e do bago foram
menores. As fémeas do que receberam 0,05%
tiveram o peso médio do bago menor. Ambos 0s
sexos, apresentaram lesdes neoplésicas. Essas lesbes
foram observadas em 10 (27,8%) de 36M que
receberam 0,1%, 8 (22,9%) de 35M que receberam
0,05% e 6 (31,6%) de 19 M no grupo controle

PPD
apresentou
efeitos
carcinogénico
S, quando
comparado ao
grupo
controle

nao

Legenda: PPD — parafenilenodiamina. EST1000™ - Pele Epitelial Reconstruida 1000. RHE™ - Epiderme Reconstruida Humana. HRIPT - Teste de Patch de Reagdo Cutanea Ma&xima Observada
Humana. MTT - Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio. IL-1a10 - Interleucina 1 alfa 10. LLNA-EC (%) - Ensaio Local no Linfonodo Efetivo (%). EE-EC50 (%) - Concentragdo
Eficaz de Equivalente Epidérmico 50 (%). EE-IL-1a10 - Interleucina-1 alfa 10 de Equivalente Epidérmico. *"Meio de Manutengdo EST1000™ ou RHE™
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Autores / Ano da

publicagdo / Pais Obijetivo Populagéo Intervencdo / Tratamento Metodologia Resultado Conclusao
do estudo
Diversos produtos foram utilizados no Na analise de citometria de
estudo, incluido a PPD. PPD (5000 ug/mL  Teste de fluxo, foi possivel observar que
Uso do protocolo ou na concentracdo maxima solavel) foi viabilidade as células tratadas com PPD da
Buzzella et al, h-CLAT em solubilizada em salina, em seguida celular, PPD (31 /mL) gerou uma pele apresentaram uma
2019140 ingredientes e THP-1 adicionada ao meio de cultura. No teste de  citotoxicidade viabilidade dueg75% nag células distribuicdo caracteristica, com
Italia produtos citotoxicidade modificado as células modificado e uma segunda subpopulacdo
cosméticos foram expostas aos produtos quimicos, analise evidente, caracterizada por uma
sendo a PPD usada a na concentracéo final  estatistica diminuicdo consistente de FSC
no po¢o de 1000 pg/mL e um aumento de SSC
Concentracdo dos ingredientes da
Determinacdo da Diferentes concentracdes dos ingredientes E'ngr)a d:oicabﬂr?ot%ilzi,c?a{ Rfosmg
genotoxicidade da tintura de cabelo foram utilizadas. PPD evzidénciado gelo auménto do
dos  compostos + RES + H202 (33,33 pg/mL + 33,33 . P
, Ensaio de valor do momento da cauda e da S
Kumar et al, presentes na pg/mL + 1,028 pg/mL até 200 pg/mL + A . EGCG reduz significativamente
142 - cometa, SCEe frequéncia de SCE nas células L
2020 tintura de cabeloe PBLs 200 pg/mL + 6,17 pg/mL) foram - - a genotoxicidade provocada por
PR . S . - analise tratadas. Quando a tintura de .
India da capacidade adicionadas ao meio de cultura. A tintura tinturas de cabelo

protetora
anticancerigenado
EGCG

de cabelo foi preparada utilizando uma
proporcéo igual de volume de PPD, RES e
3% de H202

estatistica

cabelo foi combinada com EGCG,
houve uma diminui¢&o no valor do
momento da cauda e na frequéncia
de SCE, de forma dose-
dependente

Legenda: h-CLAT - Teste de Ativacao de Linhagem Celular Humana. THP-1 — linhagem celular monocitica. PPD — parafenilenodiamina. FSC - espelhamento direito. SSC - espalhamento lateral.
RES — resorcinol. H202 — peroxido de hidrogénio. EGCG - epigalocatequina galato. PBLs — linfocitos do sangue periférico humano. SCE - troca de crométides irmas.
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Populagéo

Intervencgdo / Tratamento

Metodologia

Resultado

Conclusao

Autores / Ano
da publicagio/  Objetivo
Pais do estudo
i Auvaliagdo
Solgelsoﬂ o potencial
China genotoxicos
da PPD
Analisar 0s
Lavenstein et CTelOS apos
al.. 2014150 a exposicao
I aguda a
Alemanha
produtos
quimicos

Cepas de
Salmonella
typhimurium (A97a,
TA98, 100 e 102).
CHL (23.000 células
por poco). Para o
teste de
micronucleo:
camundongos (25M,
distribuidos em 5

grupos). Para o
ensaio Pig-a:
camundongos

Sprague-Dawley
(25M)

PCLS foram doadas
por pacientes com
idade variando entre
50 e 70 anos e 80%
deles eram fumantes

Ensaio de mutac&o reversa bacteriana: PPD
(0,312, 0,625, 1,25, 2,5 e 5 mg/placa),
dissolvido em é&gua deionizada esterilizada,
foi utilizado no meio de cultura. Ensaio de
aberracdo cromossdmica em células de
mamiferos: Apds o crescimento celular, as
células foram tratadas com colchicina
(4pg/mL) por 4 horas e solucdo hipotdnica.
PPD (312, 156 e 78ug/mL) foi preparado em
PBS com ou sem a mistura de S9.

Teste de microndcleos em eritrécitos de
mamiferos: Os animais foram expostos a
PPD (25, 50 ou 100 mg/Kg, duas vezes ao
dia) por gavagem oral, sendo a
ciclofosfamida (40mg/Kg) usada no grupo
positivo. Ap6s 6 horas do segundo
tratamento, os animais foram sacrificados, e
as células 6sseas foram extraidas do esterno.
Ensaio Pig-a: PPD foi administrado
oralmente (12,5, 25 e 50mg/Kg/dia) por 28
dias consecutivos, em trés doses diarias

PCLS foram incubadas com diversos
produtos quimicos, entre eles a PPD, que foi
dissolvida em DMSO até a concentragdo
final desejada. Foi testada em pelo menos 3
doadores bioldgicos, e apds 24 horas ocorreu
a analise do sobrenadante da cultura celular
e do PCLS

Ensaio de mutacéo
reversa bacteriana,

aberragdo
cromossdmica em
células de

mamiferos. Teste
de microndcleos
em eritrécitos de
mamiferos e
ensaio de mutagéo
Pig-a

Ensaio de
proliferacdo
WST-1, ELISA,
ensaios MESO
Scale,

determinacdo de
proteinas, analise
estatistica

PPD mostrou um aumento significativo na
formagdo de colbnias revertentes na cepa
TA98 com a mistura de S9, indicando
capacidade mutagénica. PPD (0,156, 0,312 e
0,625 mg/placa) apresentou efeito inibitdrio
bacteriano nessas doses. PPD (78, 156 e 312
pg/mL) causou um aumento significativo de
aberragbes cromossdmicas em CHL, na
presenca ou auséncia da mistura S9, com
uma resposta ndo linear. PPD (50 e 100
mg/Kg) aumentou MN-PCE em
camundongos NIH, indicando efeito
genotodxico, com uma resposta ndo linear.
No dia 8, PPD (25 e 50 mg/Kg/dia)
aumentou, de forma dose-dependente, o
valor de RETCD59- em relagdo aos
controles, alcangando o valor maximo no dia
15, e depois diminuindo até o dia 29

PPD afeta a viabilidade celular em diferentes
concentracBes, apresenta capacidade de
induzir resposta inflamatéria nas PLCS por
aumento de citocinas pro-inflamatérias (IL-
la e TNF-a) e afeta a producéo de citocinas
associadas as respostas imunes tipo TH1 e 2

PPD
apresentam
efeitos
mutagénico e
genotoxicos

Citocinas foram
induzidas  por
alérgenos, mas
ndo podem ser
consideradas
como
biomarcadores

Legenda: CHL - células pulmonares de hamster chines. MN-PCE - taxa de microndcleos em eritrdcitos policromaticos. RETCD59- reticul6citos defeituosos negativos para CD59. RBCCD59-
eritrocitos defeituosos negativos para CD59. PCLS — fatia de pulmdo humano de precisdo. EC25 e 50 (concentracdo efetiva que reduz a viabilidade celular em 25 e 50%). THP-1 EC25:
Concentracgdo Efetiva 25 (EC25) usando a linha celular THP-1. NCTC EC25: Concentracdo Efetiva 25 (EC25) usando a linha celular NCTC. RAT inhal LD50: Dose Letal Média (LD50) por
inalacdo em ratos. Rat linha deposited dose: Dose administrada de uma substancia em ratos durante um estudo. IL-1a — interleucina 1a. TNF-a — fator de necrose alfa.
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Autores / Ano

da publicacéo / Objetivo Populagéo Intervenc¢do / Tratamento Metodologia Resultado Conclusao

Pais do estudo
Investigar a  Camundongos !Z)ivers_os alérgeno foram us_ados no teste, I_DPDtemNa capacidade de induzir
resposta imune a  fémeas inclusive a PPD. Modelo de hipersensibilidade inflamac&o na pele e aumento da i
alérgenos de C57BL/6. com dg contatg: c?mundongos foram tratfid(’)s por espessura da orelha. PPD induz PPD ) tém a
contato relevantes  idades er;tre 6 e pintura eplf:utan_ea com PPD (O,48%)d|IU|d~a em 0 !nfluxo local de TRM, o que capacidade de gerar
clinicamente. com 8 semanas. UM solucéo veicular de OOA na proporcao de f0|' observado pelo aumento do TRM,’ que recn’Jtam
foco no papél das  foram 14 ou apenas OOA nos grupos de cont.role. A ELISA  citometria acumulo de T.CD8+ nas orelhas neutrof|!0§ apoés a
células T utilizados A sensibilizagdo ocorreu apés 3 dias, e foi usado de fluxlo andlise de tratadas. PPD induz o influxo de  reexposi¢ao ao

Funch et al, ident depleci ' q 25 uL de PPD no dorso de ambas as orelhas ou . ' d neutréfilos, correlacionando-se  alérgeno. No

2023173 'rﬁillafnr;eéso na cglp FaQaE)I'CD 4+2 com 50 pL de solucdo alergénica no abdémen ?Flgrrzsf;(gﬁ? 2 com o numero de células TRM. entanto, isso

Dinamarca :Jlesenca%eada por TCLE)Si foi raspado. Os camundongos foram desafiados por p:Jotoci)los 1a ge PPD também aumentou os geralmente é

] - 21 dias, sendo a resposta medida pela espessura x niveis de CXCL1 e CXCL2, o contrabalangado

esses alérgenos e realizada com q Iha as 24 48 72 e 96 h 5 0 desafi deplecéo celular t4 lacionad | nduca
no potencial  anticorpos aorelhaas 24, 48,72 e +oras aposho. esafio. que esta correlacionado com o pela inducéo
envolvimento dos  InVivoPlus !I)eplegao de células TCD4 e TCD8.  injecdes recruta~mento de neytroﬂl_og. A S|,multanea d_e
Mecanismos IgG2b-x  anti- intravenosas na cauda, de anticorpo diluido (200 deplecdo de TCD4" intensificaa células TCD4" anti-

Del Bufalo et al.,
2011151
Franca

imunopatogénicos
do processo

Investigacdo dos
efeitos de 6
sensibilizadores
de e 3 ndo
sensibilizadores
na producdo de
citocinas pro-
inflamatdrias e no
perfil metabdlico
do acido
araquiddnico ap6s
estimulacdo  por
LPS

mouse CD8a e
CD4

Cultura: U-937
(0,5x10°
células/mL)
Estudo do
metabolismo do
AA: U-937
(1x106
células/mL com
1 uCi [3H]AA

ug) diluido em PBS, durante a sensibilizacdo e
por injecBes intraperitoneais logo antes do
primeiro e do segundo desafio (dia 21 e 42)

Diversos produtos foram utilizados, entre eles a
PPD. A PPD foi dissolvida em DMSO
(concentracdo final inferior a 0,4%)

Estudo de
viabilidade, RT-
PCR anélise dos

metabdlitos de acido
araquidonico

[BH]AA e
metabolitos
intracelulares.
Avaliagdo da
expressao  proteica
intracelular de
COX-2, ensaio de

atividade de COX-2
e EIA

resposta de TRM e a resposta
inflamatoria durante 0
tratamento com PPD

PPD foi classificada como um
sensibilizador forte, no entanto,
0s resultados foram
inconclusivos, pois 0 composto
ndo demonstrou capacidade de
oxidar TMPD. Né&o foi
observada nenhuma inibicdo da
atividade da COX-2 pela PPD,
embora essa propriedade ndo
possa  ser  completamente
excluida devido a interferéncia
da PPD no sistema de leitura

inflamatorias

Néo foi possivel
identificar 0
mecanismo de

inibicdo do PGH2,
uma vez que a OOD
nédo afetou a
mobilizacdo de AA
pela PLA2, nem a
expressao de COX-
2

Legenda: TRM - células T residentes na epiderme CD8+ de memdria. PPD — parafenilenodiamina, OOA- 6leo de oliva: acetona. TCD4+ - Linfocitos T auxiliares CD4+ TCD8+ - Linfdcitos T
citotoxicos CD8+. PBS - Solugédo Salina Tamponada com Fosfato. U-937 - Linha celular monocitica humana . [3H]AA - acido araquid6nico marcado com tritio. AA — acido araquiddénico. DMSO
- dimetilsulféxido. EIA - Ensaio Imunoenzimatico. TMPD - (N,N,N',N'-Tetrametil-parafenilenodiamina). PG — prostaglandina. COX-2 - Ciclo-Oxigenase-2.
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Autores / Ano
da publicacéo / Obijetivo Populagéo Intervenc¢do / Tratamento Metodologia Resultado Conclusao
Pais do estudo
PPD apresentou citotoxicidade leve
quando  exposta por 24  horas.
Avaliacio EpiDerm™ foi em NMM. Solucdes estoque de Aproximadamente 50-70% de PPD foram PPD foi
da ¢ EpidDerm™ aminas aromaticas ndo marcadas e marcadas metabolizados em produtos acetilados metabolizada em
enetracio teF():idos com deutério (PAP, d4-PAP, PPD e d4-PPD) dentro de 24 h, sendo a proporcdo de MAPPD e
gérmicge do  construidos foram preparadas frescamente em acetonitrila MAPPD:DAPPD de 1:3a 1:6. DAPPD foi DAPPD. MAPPD
Hu et al, - , antes do uso. Para os testes de exposicéo de 24 . estabelecida como o metabolito principale  foi  considerado
152 metabolism  possuem 0,64 cm o Ensaio de - o
2009 . horas PAP ou PPD foram reconstituidos com  _. - MAPPD  secundario, ambos  os metabdlito
. 0 de dois e apresentam . L citotoxicidade - - I
Estados Unidos inaredientes  semelhanca com a DMSO e, em seguida, diluidos com NMM. metabolitos foram encontrados em NMM.  intermedidrio e
degtintura de e idermeghumana Para os estudos de exposi¢do de 30 minutos, PPD é saturavel, e & medida que a DAPPD 0
cabelo. PAP nch)rmaI PAP ou PPD foram reconstituidos com DPBS concentragdo aumentava a propor¢do principal
o PPD‘ aquecido e, em seguida, diluidos com NMM recuperada em NMM aumentava, e a metabolito
para obter as concentragdes desejadas propor¢do recuperada como DAPPD recuperado
diminuia, e MAPPD permaneceu

Yasunaga et al.,
2006153
Japéo

Uso do teste
Umu para
detecgcdo da
genotoxicid
ade de
derivados de
fenilenodia
mina e
comparagao
com o teste
de Ames

Cepa bacteriana
Salmonella
typhimurium
TA1535/pSK1002
com/sem mistura
SO. Para a
producgdo da
fracdo S9, foram
utilizados  ratos
Sprague-Dawley
machos de 7
semanas

Diversas substancias foram utilizadas,
incluindo derivados de OPD, MPD e PPD. Os
produtos apresentaram dose maxima de
5mg/mL, e foram solubilizados em DMSO.
Teste de Umu: solucdo quimica (100uL) foi
adicionada a suspensdo bacteriana (400pL).
Em seguida, foram adicionados 500 pL de
mistura de S9 ou tampdo de fosfato de sodio.
Teste de ativacdo metabolica: adicionados 100
uL de 2,4-diaminotolueno (500 pg/mL) ou
2,5-diaminotolueno (500 pg/mL), e entdo
foram adicionados 500 upuL de cada
concentragdo de mistura de S9

Teste de Umu,
teste de ativacdo
metabdlica, teste
de medi¢do da
atividade da beta-
galactosidase

constante

PPD apresentou resultados positivos com
e sem mistura S9

PPD é genotdxica
na presenga ou
auséncia de S9

Legenda: PAP — aminofenol. PPD — parafenilenodiamina. EpiDerm™ — pele humana reconstruida. NMM - New Maintenance Medium. d4-PAP - p-aminofenol deuterado. d4-PPD —
parafenilenodiamina deuterado. DMSO - dimetilsuféxido. DPBS - solucédo salina tamponada com fosfato de Dulbecco. DAPPD - N,N-diacetil-p-fenilenodiamina. MAPPD - N-monoacetil-p-
fenilenodiamina. pSK1002 - vetor de DNA plasmidico. OPD - orto-fenilenodiamina. MPD — meta-fenilenodiamina.
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Autores / Ano
da publicacéo / Objetivo Populagéo Intervencdo / Tratamento Metodologia Resultado Conclusao
Pais do estudo
PBMCs obtidas de
doadores humanos PBMCs foram ressuspendidas e incubadas PPD (50 pg/mL) aparentou causar
Avaliacdo da FSDC saudaveis. Mondcitos com anticorpos CD14 por 20 minutos. Teste ge UM aumento na viabilidade
como modelo para CD14+ cultivados até a Mono6citos CD14+ foram cultivados em meio viabilidade de celular; no entanto, esse efeito PPD exposta as
discriminacdo entre atingir 70-80% de suplementado com PBS, antibiéticos, GM- celular ocorreu devido a uma interacdo células IF;SDC e
Neves et al., sensibilizadores e confluéncia. Paraoteste CSF e IL-4. No teste de viabilidade, as células avalia ’510 do direta com o reagente MTT, MoDC levou a
200754 irritantes por meio de viabilidade celular a foram semeadas, e solugBes estoque dos nivel ¢ de resultando em um aumento da um  aumento
Portugal da anélise de seus densidade foi de 2x10” produtos foram adicionadas. FSDCs foram . absorbancia. PPD elevou os niveis P
. . ) (1 proteina e o . nos niveis de
efeitos na expressdo  células/pogo. MODCs preparadas para analise por Western blot e Imunocitoqui de expresséo das proteinas CD40 e CXCR4 e CD40
das proteinas CD40 foram semeadas a 3x10”  Imunocitoquimica. Diversos sensibilizadores mica g CXCR4. Em MoDC e FSDC, a
e CXCR4 células/pogo. FSDC a (cutneos ou ndo) e irritantes foram usados, PPD intensificou os niveis de
uma densidade de 2x10° inclusive a PPD (50ug/mL) dissolvida em PBS CXCR4
ou 125x103 células/cm?
- Diversas substancias foram utilizadas no
Atidaces de dano estudo. PPD (L2 25 e 5 mglovo) foi Sho diretaments
dissolvida em Solutol HS15, preparado como Foi possivel detectar adutos de -
Kobets et al., ao DNA de Fi . ~ S . . . . relacionadas
155 . igado embriofetal de uma solucdo aquosa a 20%. A aplicacdo foi Ensaio DNA induzidos pela PPD,
2019 compostos ciclicos, . . PO - P com a estrutura
S galinha realizada em doses de trés injecOes diarias, Cometae NPL indicando a ocorréncia de danos P
Alemanha incluindo compostos . A quimica e
x L com veiculos ou substdncias de teste ao DNA S
ndo substituidos e . . substituicdo do
- administradas na bolsa de ar, entre os dias 9 e o
substituidos . x anel aromatico
11 de incubagdo
AplicacBes na lombar raspada dos animais. LI sozinha néo levou a alteragbes
G1: nenhuma aplicacéo na pele. G2: aplicacéo histolégicas. LI + PPD levou ao
Determinar 0S  patos albino  Wistar da pasta de LI (100mg) 1 vez por semana afinamento do epitélio da pele, Administracio
3 a3 efeitos da mistura de " durante duas semanas. G3: aplicacdo da pasta Analise reducdo da quantidade de fibras de ¢
en et al., 2023 LI PPD Uso de 30 ratos de LI (1 1 d 4 histolodi P d di x de LI + PPD
Nigéria I e na agrupados em 5 grupos e LI (100 mg) 1 vez por semana durante istologica e colageno na derme, distorcdo no leva a notaveis
histologia da pele, ' semanas. G4: aplicacdo da pasta de LI (100g) morfologica arranjo dos hepatocitos, infiltracdo

figado e tecido renal

com peso médio de 1359

+ PPD 1 vez por semana durante 2 semanas.
G5: aplicacdo da pasta de LI (100g) + PPD 1
vez por semana durante 4 semanas

de células inflamatérias no tecido
hepatico e distor¢do no arranjo das
células epiteliais tubulares renais

efeitos adversos

Legenda: FSDC - células dendriticas derivadas da pele fetal de camundongo. CDXCR4 - Receptor de Quimiocina tipo 4 do tipo C-X-C. PBMC - Células mononucleares do sangue periférico.
MoDC - Linha de células dendriticas derivadas de mondcitos periféricos. PBS — Solucdo Salina Tamponada com Fosfato. I1L-14 — interleucina 14. GM-CSF - fator estimulador de coldnias de
granulécitos e macréfagos. NPL - Marcagdo pds-laboratério com nucleotideo 32P. LI - Lwasonia inermis.G1, 2, 3, 4 e 5: grupos 1, 2, 3, 4 e 5.
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Autores / Ano
da publicacéo / Obijetivo Populacéo Intervenc¢do / Tratamento Metodologia Resultado Conclusao
Pais do estudo
Avaliagdo da produco de IL-18: HaCaT (1,5x10°
células/mL) foram expostas ao meio de cultura, controles de PPD 6 um sensibilizador
Desenvolvime veiculo (0,4% de DMSO) ou concentragio CV80 de forte para  animais e
nto de um controles de referéncia e materiais de teste por 24 horas. a resen?a reacio positiva Os produtos de hena
teste que Ativacdo das células U937 e IL-8 foram realizados nas gra humgnosp As contendo PPD
abordam concentragbes CV70 dos materiais. Para a expressdo de pre dicdes in vitr6 foram Parecem estar
eventos-chave CD86, as ceélulas foram expostas a b5 diferentes mDPRA.  ensaio positi(i/ as para MDPRA associados a um
de Avila et al dentro da via concentragdes < CV70 ou < 200 ug/mL. Apds 45 horas, de IL—lé teste de FL—18 USIgNS IL-8-intrall maior  risco  de
2019156 " de resultados HaCaT, U937 e foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-CD86 USENS’ e e éARD ékin Na sensibilizacdo
Brasil adversos de MUTZ-3 humano conjugado com FITC, ou IgG1 de controle isétopo deteccio GARD  avaliacio da ex res.séo de cutanea quando
sensibilizacdo conjugado com FITC. Avaliacdo de IL-8: U937 foram skin ¢ CD8690 cV70 ?oi de 26.9 comparados aos
cutanea, para expostas a EC150 ou 200 pg/mL de cada material de teste. eo EélSO foi de 5.90 65 ingredientes de
avaliar 0 Para o teste de GARD Skin, as células (2x10° células/mL) resultados da ex relsséé) de tintura capilar
potencial foram expostas a diferentes concentracfes dos materiais de CD86  em P PBMDC testados
alergénico de teste, controles (agua deionizada ou DMSO 0,1%) ou apenas mostraram aue o C\/70 foi isoladamente
HPs meio de cultura. Para a andlise da integridade e concentragéo de 16.2 g
do RNA total, as células (2x10° células/mL) foram expostas '
a cada material de teste por 24 horas
rl?tgsen;glwmi Porquinhos-da-
- india  albinos - S x Ensaio de Os resultados
sistema de A Os animais foram sensibilizacdo na regido escapular, por . x .
. Hartley, fémeas : , x T Proliferacdo  de também mostraram
triagem (5 animais por meio do método de oclusdo por 24 horas para a aplicacéo dos LNC. Marcacio uma correlacio
. simples e P produtos. Apds 5 dias da sensibilizagdo, os linfonodos ' ¢ S| encontrado para a PPD - ¢
Kashima et al., - grupo), com . : - de BrdU e . : positiva entre a
1996178 eficiente para eso médio de subescapulares, cervicais, auriculares, submandibulares e Coloracio de foi de 2,8. Indicando uma roliferacio de
Janio alérgenos  de 250 com 6 axilares foram coletados. Diversos produtos foram Pirroni(ria Teste de proliferacdo significativa ENC o g otencial
P contato como sem?ihas de utilizados, incluindo a PPD (3% em agua destilada). As rolifera 'éo de das células dos linfonodos de sensibilir;a %0 de
uma - . células foram semeadas em placas de microtitulagdo e profiterag - - 1hzag
. idade. Células linfocitos e analise varios alérgenos de
alternativa aos . o pulsadas com 74 kBg/pogo de 3H-TdR -
linfocitarias estatistica contato testados

testes animais
convencionais

sensibilizadas

Legenda: HPs - coloragao capilar a base de hena. HaCaT - Queratindcitos humanos imortalizados. U937 - células de linfoma hisitocitico humano. MUTZ-3 - linha de células humanas imortalizada
derivada de células progenitoras de sangue umbilical. IL-18 — interleucina 18. mDPRA - Ensaio de reatividade de peptideo micro direto. FITC - fluoresceina isotiocianato. IgG1 - imunoglobulina
G1. GARD Skin - Detecgo rapida de alergia gendmica. SI — indicie de estimulacéo . kBq - kilobecquerel. 3H-TdR - 3H-timidina metilada. LNC - Células linfocitarias sensibilizadas. BrdU —
Bromodeoxiuridina.
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Autores / Ano
da publicacéo / Obijetivo Populagéo Intervenc¢do / Tratamento Metodologia Resultado Concluséo
Pais do estudo
PPD néo afetou o peso corporal; no entanto, o peso do
figado apresentou um aumento significativo de forma
dose-dependente. PPD levou ao aumento de ALT, AST
e ALP e de lesdo hepatica de forma dose-dependente.
Ratos Presenca de necrose coagulativa centrolobular, Hepatotoxic
Spraque- Anilise inflamacéo periportal, deposicéo fibrinosa, hemorragias i dalgle
prag A e aumento do acUmulo de neutréfilos no parénquima :
Dawley (20 T . bioquimicas, - - mediada
Bharali et al., Avaliagio da  animais Aplicagdo tépica (lado dorsal e livre de histolégicas hepatlco._ PPD (~1mg/K_g) causou necrose perlportal pela  PPD
% " - L pelos) de PPD (0, 1, 2 e 3 mg/Kg), ' grave e inflamacgdo, infiltragdo leucocitéria através do
2009 hepatotoxicidade  divididos em 4 dissolvido em &gua bidestilada, por 30 da trato portal. PPD (3mg/Kg) causou necrose parece  ser
India daPPD grupo de 5), dias ’ P hemoglobina centrolo%ular. rave e dilata é% dagveia central. Todos os aumentada
com peso tecidual e L g ¢ : . pelo maior
variando entre estatisticas animais tratados com PPD apresentaram necrose macica acimulo de
120 e 140 de hepatdcitos centrolobulares e periportais, neutrofilos
9 caracteristica de necrose coagulativa e isquémica,
hemorragia extensa no tecido hepéatico e degeneracao
hidropica de hepatocitos. Aumento da concentracdo de
Hb, de maneira dose-dependente, sendo mais
pronunciada em doses elevadas (3 mg/Kg)
Para a cocultura HaCaT (1,2x10%
células/poco) foram semeadas. No dia 2,
Comparacio  do THP-1 (4x10%células) foram Medicio  da
paragao adicionadas aos poco sobre HaCaT. nediG O perfil de
perfil de citocinas HaCaT a uma L : viabilidade L
ap6s  exposicdo densidade de Foram _ut|||_zados trés compostos, no celular, ensaio glthlnas
das células HaCaT  1.2x10% estudo incluindo a PPD. PPD (0, 10, 25, de clitocinas Unicos
Karri et al, ; 50, 100, 250, 500 mg/mL) foi . . x R dependem
157 e THP-1, bem células/pogo. - . - ~ multiplex/'med PPD causou libera¢do de IL-1b nos trés modelos, e na .
2021 como de uma THP-1 a uma adicionada apos 24 horas da incubagao icoes de cocultura a liberacéo de 1L-18 do tipo de
Suécia cocultura  dessas  densidade de de HaCaT. THP-1 foi tratado com 80 pL cgi:tocinas ¢ hapteno e do
. 4 de meio contendo o produto quimico de e modelo
células, a 4x10 . analise
Lo . teste ou controle veicular (volume total P celular
sensibilizadores células/poco . estatistica e e
A de 160 pL/poco). Para a cocultura: apés utilizado
cutaneos célculo de SI

1-2 horas apos a adicdo de THP-1 em
HaCaT foi adicionado 80 L do produto
guimico a cada poco

Legenda: PPD — parafenilenodiamina. ALT - Alanina Aminotransferase. AST - Aspartato Aminotransferase. ALP - Fosfatase Alcalina. Hb — hemoglobina. HaCaT — queratindcitos humanos.
THP-1 — linhagem celular derivada de um paciente com leucemia monocitica aguda. SI — indicie de estimulagéo.
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Autores / Ano
da publicacéo / Objetivo Populagéo Intervencgdo / Tratamento Metodologia Resultado Concluséo
Pais do estudo
Teste de viabilidade celular: as células Ensaio de
Avaliacdo dos nHHDPCs em foram tratadas com PPD (0, 100, 200 300, viabilidade
: . 400, 500 e 600 puM) por 24 h. Analise do . .
efeitos da PPD diferentes . ) ., celular, analise do PPD ¢ capaz de
- . ciclo celular: as células foram tratadas com . - . P - . .
no crescimento, densidades foram ciclo celular, PPD exibiu um efeito citotdxico, induzir varios
> . PPD (0, 200, 400 e 600 uM) por 24 h. x - . ] - R
morte celular e avaliadas quanto a deteccdo de induzindo morte celular e arresto do ciclo efeitos citotoxicos

Lee et al,
2015184
Coreia do Sul

Babich et al.,
199252
Nova Zelandia

senescéncia
usando ensaios
celulares e
microarran;jos
de microRNA
miRNA em
nHHDPCs

Avaliagdo  da
citotoxicidade
aguda das PD
metiladas

viabilidade celular
(5x10%) e, para
senescéncia,
producéo de ROS
e perfil de
expressao de
miRNA, (2x10°)

Fibroblastos  de

camundongos
BALB/c 3T3, com
densidade de

celular de 1,2x104
células/poco

Detecgdo da senescéncia: as células foram
tratadas com PPD (0 ou 400 pM1).
Deteccdo de ROS: as células foram
tratadas com PPD (sem mengdo a
concentracdes) por 24 horas. Expresséo de
miRNA: as células foram tratadas com
PPD (400 uM) por 24 horas, e ap0s isso o
RNA total foi purificado. RNA total foi
desfosforilado e marcado com pCp-Cy3

Apos a incubagdo da placa por 24 h, as
células foram 'realimentadas’ com meio
ndo alterado (controle) ou com meio
alterado (contendo diferentes
concentracOes de PDs). Ap6s mais 24 h de
incubacdo, os pocos lavados foram
inoculados com DMEM contendo NR

senescéncia
celular (atividade

de SA-B-gal),
deteccdo de ROS,
avaliagdo da
expressao de
miRNA e andlise
estatistica

Ensaio vermelho
neutro

celular na fase G2 de maneira dose-
dependente. Ocorreu a inducdo da
senescéncia celular ao promover estresse
oxidativo. PPD levou a alteracdo dos
perfis de expressdo de miRNA

PDs N-metilados, especialmente os tetra-,
tri- e dimetilados N,N, apresentaram altas
taxas de autoxidacdo e causaram
significativo dano muscular em ratos. O p-
PD 2,3,5,6-tetrametilado foi o mais
autoxidante e miotéxico. O p-PD 2,5-
dimetilado teve uma taxa de autoxidagdo
duas vezes maior que o p-PD 2,6-
dimetilado e causou mais dano muscular.
O p-PD 2-metilado foi 0 menos miotoxico.
Em termos de citotoxicidade in vitro, a
poténcia aumentou com o grau de
metilacdo, exceto para as formas
tetrametiladas, que foram  menos
citotoxicas do que o esperado

através da
alteragdo dos
niveis de
expressao de
mMiRNA em
nHHDPCs

Os isbmeros 0-PD
e m-PD sdo
menos toxicos do
que o0s isémeros
p-PD. Os p-PD, o-
PD e m-PD nado
causam  necrose
muscular

Legenda: nHHDPCs - células normais da papila dérmica do cabelo humano. ROS - espécies reativas de oxigénios intracelular. pCp-Cy3 - ondas de acido nucleico marcadas com corantes
fluorescentes a fosforotioato de 3' de fita dupla. SA-B-gal - B-galactosidase associada & senescéncia. PD- fenilenodiaminas. BALB/c 3T3 - linha celular derivada de fibroblastos de embrides de
camundongos da linhagem BALB/c. DMEM - Meio Essencial Minimo Modificado de Dulbecco. PBS - Solucéo Salina Tamponada com Fosfato. NR — neutral red.
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Tabela A3. Resumo dos principais achados nos artigos selecionados para a revisao - Estudos in vivo, in vitro e ensaio clinico ndo randomizado (continuacéao).

Autores / Ano
da publicacdo/  Objetivo Populacéo Intervencdo / Tratamento Metodologia Resultado Concluséo
Pais do estudo
No teste de Ames, as cepas foram
Teste de Ames: cepas de expostas ao veiculo, controle ou PPD No teste de Ames, a PPD foi ligeiramente
salmonella t. hinﬂurium (dissolvido em DMSO 1%) por 3 horas, mutagénica na cepa TA98 na presengade S- PPD tem um
TA98. 100 15)3/2 1537 ¢ A presenca ou auséncia de S-9. No 9. Em doses tdxicas, a PPD ndo induziu potencial
Investigac 102 ElnsaiolH it db linfoma ensaio de viabilidade celular, dois mutacdo no locus Hprt, tanto na auséncia genotoxico leve in
do das de ' camun doF:1 os  foram experimentos  independentes foram quanto na presenca de S-9, sugerindo que a  vitro, embora seja
Garrique et al proprieda utilizadas célul%s L5178Y realizados. No primeiro, o tratamento Teste de PPD ndo é mutagénica em células de ndo mutagénico
2006596 " des heterozigotas (tk/tk—) com iniciou 24h apo6s estimulagcdo com PHA, Ames, Hprt, mamiferos. No teste de MNT, aPPD induziu em células de
Franca genotdxic 107 célflas em 20 mL de oM 20h de exposicdo naausénciade S- MNT eandlise  MN em linfdcitos periféricos de sangue mamiferos.
¢ as da PPD, RPMI. Para a determinacio 9 e 3 h na presenga de S-9, seguidos de  estatistica humano em cultura na presenca de S-9, MAPPD e
MAPPD e da re.sisténcia 3 6-TGgas periodos de recuperacdo de 28 e 45h, quando testada apds estimulagdo com PHA  DAPPD sdo
DAPPD células foram semeadas a respectivamente. No segundo (24h). A PPD induziu MN tanto na auséncia biologicamente
uma estimativa de 2x10% experimento, o tratamento comecou 48h quanto na presenca de ativacdo metabolica, menos  reativos
células/oco apos a estimulagdo com PHA, com a quando testada apés estimulagdo com PHA  que a PPD
pog mesma duracdo de tratamento e (48 h)
recuperacéo
Clones responsivos & BB era CD4+ e ndio BB estimula
PBMC (1,5x107) foram : )
isoladas tanto do sangue Teste de transformacéo linfocitaria: as reagia a PPD. Clones CD4+ e CD8+ com CEIUIB}S. T de
. - . Teste de reatividade a PPD foram detectados, sendo memdria em
Uso deum  periférico de pacientes com PBMC foram cultivadas com PPD ou x .
. : - . - . transformacdo que 25% deles apresentaram baixa doadores
ensaio de alergia a tinturas capilares BB (2-10 uM) por 5 dias. Ensaio de . s . R . L
primingde  quanto de doadores priming de células T: as células linfocitéria, reatividade a BB. Clones de pacientes saudaveis e faz
células T saudaveis. Ensaio de dendriticas (CD) ecélulas.TCD3* foram en_sai_o de alérgicos secretaram citocinas como ”,:N'.Y’ pr?ming de células
Gibson et al., para priming de células T: cultivadas com PPD ou BB (5 uM). pg'rr:'gg’ de :Ie_s_lc?st;)s IL-r%?{fefar:;\,:soaioressecsrzuggve:jsé ;Ii'lgr(ljf;turazquarngo
201558 avaliar a mondcitos CD14* foram Geragdo de clones de células T e 2Iongs de cith))cinas ez ecificas para_ a BB(; foram al?télo as 0
Inglaterra ativacéo cultivados com GM-CSF e medidas de clonagem: ap6s as duas alul T b d P FI) las T d e tolog dl Aul
de células 1L-4 para geragdo de CD. O etapas acima, por 2 semanas, ocorreu a celutas , Observadas tanto em celulas € memoria - priming de celuas
T de  cultivo ocorreu  com 'CD geracio dos’ clones de Ycélulas T medidas de quanto imaturas. Clones de células T T imaturas contra
memoriae (8x10° células/poco) e especificos para o antigeno. Os clones g:]c;rlliasgeem € %e;acri:; ﬁa?ﬁrgr ggs ?:]J;tsu:]aasorzspl):’opngv?ég zu eF;iF;BO fjéhgm
imaturas células TCD3* imaturas ou (5x10* células/poco; 200 pL) foram P g ' e g q
de  meméria  (2,5x10° cultivados com APC irradiadas (1x10¢ estatistica foram dete,ctadas respostas ,es_peufl_cas para fator o de
células/pogo) ' células/poco) PPD em células T de memoria ou imaturas  susceptibilidade
pog pog de doadores saudaveis individual

Legenda: MAPPD - N-monoacetilado. DAPPD - N,N-diacetilado. MNT - Teste de Microntcleos. MN - microntcleos Mutagénicos. Hprt - Hipoanxantina-guanina fosforribosiltransferase. L5178Y
- linhagem de células de linfoma de camundongo.6-TG - 6-tioguanina. PHA - fito-hemaglutinina. BB - base de Bandrowski. PBMC - células mononucleares do sangue periférico. CD14+ - cluster
de diferenciacdo 14. APC - células apresentadoras de antigeno. IL-13, 14 e 22 — interleucina 13, 14 e 22. CD — células dendriticas. IFN-y — interferon y.
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Tabela A3. Resumo dos principais achados nos artigos selecionados para a revisao - Estudos in vivo, in vitro e ensaio clinico ndo randomizado (continuacéao).

Autores / Ano
da publicacéo / Obijetivo Populagéo Intervenc¢do / Tratamento Metodologia Resultado Conclusao
Pais do estudo
A imunizacéo por PPD e BB (5-25 mg/Kg, Protocolo de .
Camundongo 25% (v/v) de DMSO em PBS) foi realizada na  sensibilizag&o, gfhélsizsd% bggBo dfol(i::gp;g?nong::
BALB/c, fémeas, presenca ou auséncia de adjuvante completo geracdo de  CD, <P >b P )
Explorar - o com idade de Freund, por meio de uma Unica injecdo medicdo da secrecdo células proliferantes  secretaram
otencial - P | INJeC Gao da ¢ altos niveis de IFN- y, GM-CSF e
liomuno &nic variando entre 8 e  subcutanea. CD foram geradas, cultivadas e de citocinas e IL-2. CD irradiadasl mas_nio
o de F?PD o 12 semanas. CD utilizadas como APC no ensaio de quimiocinas, fixadas ulsadas ’com BB
.~ (densidade de proliferagdo. Para a determinagdo da resposta avaliacdo do contetido adas, P - N ,
Farrell et al, BB por Melo 3x106) foram proliferativa, as células foram incubadas com de proteinas gstlmularam a _prollfe(aggo, BB ¢ um
200817 da avaliagdo . ' : N ' indicando um mecanismo classico imundgeno potente
Inglaterra de geradas a partirda PPD ou BB (0,01-10 pg/mL), sequida pela determinacéo do de haoteno envolvendo licacio em BALB/cC
. ~ medula Ossea de adicdo de timidina. As células foram mecanismo de - . .
’ roliferacéo dula ¢ d digdo de [3H]timidi As celulas f - de APC wrevers?vel da BB a rotelr%asQ e
2 65 ¢ fémur e tibia. CE colhidas e a radioatividade incorporada foi avaliagdo da ligagdo rocessamento. A de radF; %0 da BB
rgestimulo (densidade de medida. Supernatantes dos linfocitos foram irreversivel da BB, Ea resenca ' de glutafiona foi
antigénico 1,5x10%  foram coletados antes da adicdo de [3H]timidinapara  determinagéo do assocl?a da ag uma est?mula 30 mais
g obtidas da fracdo analise da secrecdo de citocinas/quimiocinas. destino de BB na forte de células T es eci%icas em
linfocitaria CE e CD foram pulsadas com BB e usadas presenca e auséncia de concentracdes mais altaes de BB
como fonte de APC glutationa ¢
. - — Ensaio  fotoquimico. L
Para o ensaio de Eﬂ;?r']o ?:aﬁlzzkgggagg; d;tpegm'(gﬁ%%de/zi))s MTT, NRU, SCGE, A degradacdo e a reducdo da E\F;Pes gerac;zjg:rs]%lg
viabilidade, Ensaio de microndcleo. as célulasugforam. microndcleo viabilidade celular pela PPD sdo danos, 20 DNA e
Avaliagdo HaCaT foi usada a tratadas com PPD (25 ’ /mL), com ou sem fotomicroscdpico, tempo dependente. PPD induziu levando 2 anobtose
do potencial uma densidade de ! Hg 'z LPO, EB/AO e uma reducgdo de 55% sob irradiacdo POpLose.
G o " UV A. No ensaio EB/AO, as células foram . A A desestabilizacéo
oyal et al, fototoxico 2x10 irradiadas e expostas ou nio a PPD imunofluorescéncia. UVA e 75% sob UVB. PPD lisossomal e a
g015159 da PPD sob células/pogo. Para (25ug/mL) Parapanélise do ciclo celular Determinacéo da diminuiu o nimero de células na liberacio de
India radiacdo 0 ensaio de MTlIJDgWest.ern Blote TEM. as células tratadas’ geragdo de ROS fase S e aumento do pico sub-G1. cate sginaB indicam
ultravioleta ~ microndcleo com ’PPD (25ug/mL) fo}am mantidas no intracelular, medicdo PPD fotosenssibilizada (25 pg/mL) o enF\)/olvimento das
ambiente HaCaT foi usada a ESCUTO € ex ostfs 20 UV A No ensaio de do MTP, RT-PCR, causou perda do potencial de mitocondrias o
uma confluéncia . postas e analise  do ciclo membrana mitocondrial e danos .
imunofluorescéncia, as células foram tratadas lisossomos no

de 70%

com PPD (25ug/mL) e irradiadas com UV B

celular, Western Blot e
TEM

oxidativos ao DNA

processo apoptotico

Legenda: CD — células dendriticas. APC - células apresentadoras de antigenos. CE - Células esplénicas. [14C]BB — base de Bandrowski marcada com carbono 14. IFN-y - Interferon Gama, GM-
CSF - Fator Estimulador de Coldnias de Granulécitos e Macrofagos. 1L-2 — interleucina 2. HaCaT - células de queratindcitos humanos. ROS - Espécies Reativas de Oxigénio. UVA e B - radiacéo
ultravioleta A e B. NRU - Ensaios de Captagdo de Vermelho Neutro. LPO - peroxidagao lipidica. TEM - Microscopia Eletronica de transmissdo. SCGE - Ensaio de eletroforese em gel de célula
Unica. EB/AO - brometo de etidio/acridina laranja. MTP - potencial transmembrana mitocondrial. RT-PCR - Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real.

175
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Autores / Ano
da publicacéo / Objetivo Populagéo Intervencdo / Tratamento Metodologia Resultado Conclusao
Pais do estudo
PPD aumentou as subpopulacBes de
Desenvolvimento de gn,\r/:SE:cidas foran; CMSPs recém-isoladas foram semeadas linfécitos IL23R+/CD119+ ou
um  ensaio  de pre (Lradas a partir sobre os QCs (3x105células/cm?). IL-4, CD124+, de forma dose dependente. Possibilidade da
sensibilizacio  que ge t?JbOS de colepta de GM-CSF e TGF-B1 foram adicionados Ensaio de PPD aumentou a expressdo de CD44 adequacio de
Frombach et al utilize ¢ q sanaue QCs as coculturas em concentracdes finais de  sensibilizacdo, em linfocitos. PPD induziu a migracdo mar?:ad(c;)res de
2018160 N biomarcadores (der?sidade de 100, 100 e 10 ng/mL, respectivamente. LCSA-ly, da populacdo CD44dim para a superficie de
. s P Para estimular os linfdcitos entre as ELISA e populagdo CD44bright de maneira upert
Alemanha linfocitarios para a 5x10°/cm?) foram - o x linfécitos para testes
. e ; células T, foram  adicionados anélise dependente da concentracdo. As SO
identificacdo isolados da pele . " P ~ de sensibilizacdo e
- CD3/CD28-dinobeads (8x10%). A PPD estatistica concentracBes de IL-4 aumentaram, T A
preditiva de  humana como (15,6-125 pmol/L), dissolvida em enquanto as concentragBes de IFN- avaliagdo de poténcia
alérgenos de contato  material residual de ' _ Mmov), - nguant ¢ T
A L acetona, foi adicionada ao meio diminuiram na cocultura apds o
cirurgias plasticas
tratamento com PPD
Para a PPD, as solugdes estoquem foram
Investigacéo do preparadas em DMSO (1% v/v) no meio
potencial para o tratamento. As cepas foram Em concentracies mais altas. a PPD
genotoxico de expostas aos compostos com e sem S ¢ - ' oA
. - N . x foi toxica para as bactérias, resultando  N-acetilagdo é uma
aminas aromaticas ativacdo metabdlica (fracdo S-9). No Lo <
s - . . em uma diminuigo nas contagens de  reacdo de
utilizadas em ensaio Cometa, as células foram tratadas  Ensaio . - : R
~ Cepa de Salmonella - colbnias revertidas. A PPD (100 desintoxicagdo para
Zeller et al, formulacbes de L durante a fase de crescimento cometa, -
161 . . typhimurium (TA98, P - - p pg/mL) apresentou um forte efeito PPD. A
2013 tinturas de capilares logaritmico, exceto nos experimentos de  microndcleo e . . . — .
- N 100, 1535, 1537 e - : , x genotdxico em células V79 apdés 3 monoacetilacdo é
Suica oxidativas e 48 horas. No ensaio de micronucleo, os  aberragdo

comparar os perfis
de genotoxicidade
do compostos e seus
metabolitos
acetilados

102), V79 e HaCaT

produtos de teste foram adicionados 24
horas ap6s o inicio da cultura, com
exposicao das células por 20 horas sem
S-9 e 3 horas com S-9, seguidas de
periodos de recuperagdo de 28 e 45
horas, respectivamente

cromossdmica

horas de exposi¢cdo. A PPD (900 a
1200 pg/mL) em células HaCaT
aumentou de forma moderada o0s
efeitos genotdxicos

suficiente para abolir
completamente 0
potencial genotoxico

Legenda: CMSPs - Células Mononucleares de Sangue Periférico. QCs — Queratindcitos. LCSA-ly - Ensaio de sensibilizagdo baseado em cocultura flexivel com ponto final em linfdcitos. IL-4 —
interleucina 4. GM-CSF - fator estimulante de col6nias de macréfagos e granulécito. TGF-B1 - fator de crescimento transformador beta 1. CD3/CD28- Dynabeads conjugados com anticorpos
contra CD3 e CD28. V79 - linhagem celular de fibroblastos de pulmé&o de hamster chinés . HaCaT - linhagem celular de queratindcitos humanos imortalizados
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Autores / Ano
da publicacéo / Objetivo Populagéo Intervenc¢do / Tratamento Metodologia Resultado Concluséo
Pais do estudo
Teste de viabilidade celular, as células foram PPD diminuiu a viabilidade
UROtsa foi ! Teste de viabilidade celular e aumentou o nimero de PPD induziu
tratadas com PPD (12,5, 25, 37,5, 50, 100 e 200 - . S X
gerada por o . - celular, potencial de células hipodiploides sub-G1. apoptose através da
L : pHg/mL) ou DMSO (0,1%). Andlise do ciclo . A ~ L .
Investigacdo dos isolamento do celular e apoptose, foram expostas a PPD (12,5 membrana Gerou ROS, induziu disfuncdo ativagdo da via
Reena et al, efeitosdaPPDeo epitélio da 25 375 5%5100’ /mL) Igetec %0 de ROSlc; mitocondrial, mitocondrial através da perdade  mitocondrial
2015162 envolvimento na bexiga humana N . HY : ¢ ' caspase-3, deteccdo potencial de membrana mediada por ROS, e
- i tratamento foi realizado com PPD (50 pg/mL) - . . . -
Malésia apoptose de primaria e . de ROS intracelular, mitocondrial e aumentou o nivel  possivelmente
' - ou DMSO. Potencial de membrana - - . N
UROtsa imortalizada - : andlise do ciclo de caspase-3. Presenca de através da inibigdo
com o antigeno mitocondrial, caspase-3 e Western Blot, as celular e Western regulacdo negativa de proteinas das vias NF-KB
9 células foram tratadas com PPD (12,5, 25, 37,5, gulag 9 Ue p !
T do SV-40 50 e 100 pg/mL) Blot fosforiladas das vias NF-kB, mTOR e Wnt
Hg mTOR e Wnt
Desenvolvimento Determinacdo  do . . . .
Lee et al de um sistema de RealSkin, e PPD (185 e 92,5uM), dissolvido em DMSO, foi fenotipo das células EIF;\?alggurfcl)l; ﬁlq]/eli\gggigr:rgg xetgsdc? da:altgr?ierl]t’:a\lliz
165 " teste utilizando cocultura com aplicadatopicamente no RealSkinsozinhoouem de Langherans e ¢ ¢
2014 RealSki MUTZ-3 | \lulas de Langh i0 de miaraca de IL-8. PPD (185uM) com  pele co-
Estados Unidos UM Reaiskin, e . uma  co-cu tura com celulas de Langherans — ensaio de migragao proporcionou a maior cultivada e células
cocultura com (5x10%) derivadas de MUTZ-3 por 48 horas. Trans-well COM imulacio para CD86 e CD54  de Langerhans
MUTZ-3 CCL19 gaop gernans.
PPD aumentou 0s
Investigagdo  do SV-HUC-1 foram pré-tratadas com 5 uM de autofagossomos, ~ além das
: SV-HUC-1 com - concentragcbes de Beclin-1 e
Huang et al., mecanismo de densi U0126 por 24 horas e estimuladas com PPD . o s PPD promove a
163 . - ensidade  de Imunocitoquimica, LC3B. O inibidor de MEK -
2011 autofagia induzida %105 (0,018, 0,046 e 0,37 mM) por 24 horas. Para Western Blot e TEM  suprimiu a autofadia e os efeitos autofagia em
Taiwan por PPD em SV- TEM, as células foram pré-tratadas ou incubadas P 9 células SV-HUC-1

HUC-1

células/poco

com PPD (5 uM) de U0126 por 24 horas

da PPD sobre ERK1/2, Beclin-1
e LC3B, mas ndo sobre o p53
mutante

Legenda: UROtsa - células uroteliais humanas. SV-40 - Virus Simian 40. DMSO — Dimetilsulfoxido. ROS — espécies reativas de oxigénio. NF-Kb - fator nuclear kappa B. mTOR - Alvo da
rapamicina em mamiferos. MUTZ-3 - linha celular derivada de células progenitoras hematopoiéticas humanas. CCL19 - ligante 19 de quimiocina C-C. IL-8 — interleucina 8. CD86 e 54 — cluster
de diferenciacdo 86 e 54. SV-HUC-1 - células uroepiteliais humanas imortalizadas. TEM - microscopia eletrnica de transmissdo. LC3B - Cadeia leve 3B de proteinas associadas a microtibulos.
U0126 - 1,4-Diamino-2,3-diciano-1,4-bis(fenilmetiltio)butadieno. MEK - Quinase ativada por mitdgenos. RK1/2 - Quinase regulada por sinal extracelular 1/2. p53 - Proteina tumoral p53
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Autores / Ano
da publicacéo / Obijetivo Populagéo Intervencdo / Tratamento Metodologia Resultado Conclusao
Pais do estudo
PPD foi fracamente mutagénica para a Atividades
Determinar se a Diversas substancias foram utilizadas no Teste de linhagem TA98 na presenca de ativacdo mutagénicas e
atividade Cepas de estudo, incluindo a PPD (1, 30, 100, 300, 1000 mutagenicidade e metabolica. PPD é mais toxica do que a toxic?dades nio
mutagénica da Salmonella/ e 3000ug) dissolvida em DMSO. O teste de citotoxicidade. OPD, que, por sua vez, é mais toxica do se correlaéionam
Chung et al, PPD e de seus microssoma mutagenicidade foi realizado na presenca ou Analise que a MPD. A adicdo de um grupo metil a com o botencial
199518 derivados esta de Ames auséncia da mistura de figado S9. Para a morfoldgica, PPD ndo afeta significativamente sua de Oxi dg 3 ou
Estados Unidos  relacionada a (TA98 e determinagdo Cab, CHO-k1 foi incubada com determinacdo de toxicidade, mas a adi¢do de um grupo nitro Uais uerg outras
capacidade de 100)e CHO- controles ou compostos de teste em doses Cab e medicdo do ou sulfo reduz sua toxicidade. A PPD qm r?edades
induzir aberragcBes k1 equivalentes a 1/2x, 1x, 2x e 3x TC50 na potencial de induziu um aumento relacionado a dose ?l'sicrz)o- uimicas
cromossdmicas auséncia de S9 oxidagdo em aberragBes cromossdmicas em células -
P - examinadas
CHO-K1 na auséncia da mistura S9
As nanoparticulas de HA (60-90mg) foram
Desenvolvimento dissolvidas em agua deionizada e adicionadas Estudo de As nanoparticulas
e avaliagio da a solucao de PPD (10-40mq). Para o teste de liberagdo do incor| orgdas com
nano artl’gula viabilidade celular, HaCaT foi semeada a uma férma?:o teste de PPD P sdo
Lee et al, . P densidade de 3x10* células/poco. Apds a . PPD apresentou citotoxicidade intrinseca .
164 incorporada com - x citotoxicidade, . - candidatas
2013 L HaCaT incubacdo, foram tratadas com PPD e . .00 e reduziu a viabilidade celular de forma .
. PPD  utilizando . - viabilidade promissoras para
Correia do Sul nanoparticulas  incorporadas com PPD . dose-dependente
HA como uma - - . - L celular, ensaio um novo corante
- dissolvidas em &gua deionizada e diluidas em ot .
alternativa  para DMEM N - HaCaT cometa e anélise capilar
corantes capilares sem soro. No ensaio cometa, HaCa estatistica permanente
(3x10% foi exposta a PPD, nanoparticulas
incorporadas com PPD e nanoparticulas vazias
Encontrar, de . Teste de Ames
forma g;::Zue- Eirtl)sqal:ci);icos A fracdo de DD foi de 0,099 = 0,02; o apresenta
Kltchllar]1 et al., expe_rlmental, Dawley, Pa_ra a PPD (48 mg/Kg), a primeira dose_ 9r_a| atividade da ODC,  ODC foi de 7,86 + 3.3; a ALT (IU/L) foi Ilmlta_(;oes,
1993 preditores i foi administrada 21 horas antes do sacrificio . . . especialmente em
. B fémeas, com . ALT e contetdo de 14,1 £ 1,9; e 0 P450 (nmoles/g) foi de x
Estados Unidos  individuais de - das ratas, enquanto a segunda dose foi . relagdo aos falsos
R 90 dias de L e . de citocromo P- 2,16+0,21 R
cancer com alta administrada 4 horas antes do sacrificio positivos e
o idade 450 .
especificidade negativos

Legenda: PPD - parafenilenodiamina. CHO-k1 - linhagem celular derivada do ovario do hamster chinés. DMSO - Dimetilsulféxido. TC50 concentragdo toxica para 50% das células. Cab -

aberracfes cromossdmicas. OPD - orto-fenilenodiamina. MPD — meta-fenilenodiamina. HA - &cido hialurénico. HaCaT - Linha celular de queratindcitos humanos. PBS - Solugdo Salina

Tamponada com Fosfato. DMEM - Meio Essencial de Eagle Modificado de Dulbecco. ODC - ornitina descarboxilase hepética. ALT - alanina aminotransferase sérica. DD - DNA eluido
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Tabela A3. Resumo dos principais achados nos artigos selecionados para a revisao - Estudos in vivo, in vitro e ensaio clinico ndo randomizado (continuacéo).

Autores / Ano
da publicacéo /
Pais do estudo

Objetivo

Populacéo

Intervencgdo / Tratamento

Metodologia

Resultado

Conclusao

Meisser et al.,
2019182
Dinamarca

Skazik et al.,
2008183
Alemanha

Investigacdo dos
feitos da
exposicdo a PPD
na pele de

individuos
expostos
ocupacional-
mente  expostos
com presenca ou
auséncia de
sintomas clinicos
por
acompanhamento

da expressdo de
proteinas SC e TJ

Estudo da
reatividade

cruzada de 8
produtos quimicos

Foram utilizados dois grupos
de pacientes, 18 <idade < 60.
1° eram pacientes com DAC a
PPD (10) e um grupo de
cabeleireiros expostos a PPD
sem DAC (11). 2° eram
pacientes diagnosticados com
DAC a PPD nos ultimos 5
anos. e um grupo de
cabeleireiros expostos a PPD
(pelo menos por 5 anos) sem
DAC. Cultura de pele 3D
foram realizadas por meio do
uso de epidermes humanas
reconstituidas cultivadas por
13 dias

13 participantes (10M e 3H),
sendo 11 testados com a série
padrdo de teste de contato
alemd e 2 com a série padréo
holandesa, 0s quais
apresentaram reacdes
positivas ao teste de contato
com PPD. Posteriormente,
foram realizadas as coletas de
células PBMC, TCL e TCC

Para o teste de contato pacientes
com DCA e cabeleireiros sem
DCA foram submetidos ao teste de
contato com 20 mg de 1% de PPD
em VAS e um controle VAS de
veiculo aplicado nas nadegas, por
oclusio de 48 horas. O
sequenciamento de RNA foi feito
por meio do uso de 9 bidpsias de
pacientes com DCA a PPD e 7
bidpsias de ndo respondedores a
PPD. A microscopia confocal foi
realizada por meio de biopsias que
foram coletadas no dia 4 de 4
cabeleireiros ndo respondedores e
1 paciente com DCA a PPD

A aplicacdo topica de PPD a 1%
em petrolato foi realizada por dois
dias, com leituras nos dias 2, 3 e 7.
No ensaio de proliferacdo, PBMC
(2x10° células) foram cultivadas
sozinhas ou com TCL/TCC (1x10°
células) e PBMC autélogas
irradiadas  (2,5%10° células), na
presenca ou auséncia de antigeno e
PHA. Apés 2 ou 6 dias, foram
pulsadas com [3H] timidina

Teste de contato
e coleta de
bidpsias.
Sequenciamento
de RNA.
Microscopia
confocal.
Anélises
estatisticas, de
expressao
diferencial e de
enriquecimento
de termos de
ontologia
genética.
Quantificagdo
de  expressdo
génica

Teste de contato,
analise de
proliferacdo de
PBMC, TCL e
TCC

RNA-seq demonstrou a reducédo de
proteinas de JS e da SC na pele de
pacientes com DCA  grave.
Expressdo de CLDN (1, 8 e 11)
CLMP, ocludina, MAGI (1 e 2) foi
reduzida em pacientes com DAC
grave. Expresséo de CLDN1 e
CLMP  foram reduzidas em
cabeleireiros ndo responsivos e
pacientes com DAC leve. Expressdo
de FLG (1 e 2) foi reduzida em
paciente com DAC. Pacientes com
DAC apresentaram leve inchago e
vermelhiddo a formacdo de bolhas
severas (+++) seguida por necrose,
eritema, espessamento da pele e
papulas inflamatorias

Foram  encontradas  respostas
proliferativas especificas das PBMC
a PPD em 11 dos 13 casos,
indicando uma forte reatividade
imunoldgica a PPD. PPD também
leva a reagOes cruzadas com outros
compostos (AAB, DO3, BB, DDM,
DY3, BBY e pTD).

Regulacdo negativa
de CLDN1e CLMP
ocorre pela
exposicdo a PPD, e
a desregulagdo das
proteinas de TJ
ocorrem devido a

resposta a
inflamacdo
subsequente

A reatividade
cruzada
clinicamente
observada entre
diferentes
compostos  para-
amino pode se

basear em um
receptor de células
T reconhecendo
epitopos  similares
desses compostos
com baixa
especificidade

Legenda: PPD — parafenilenodiamina. SC — estrato corneo. TJ - jungdes apertadas. VAS — vaselina. CLDN1, 8 e 11 - claudina-1, 8 e 11. FLG 1 e 2 —filagrina 1 e 2. PBMC - células mononucleares
do sangue periférico. TCL - linhas de células T. TCC - clones de células T. PHA - fito-hemaglutinina. AAB - p-aminoazobenzeno. DO3 - Disperso Laranja3 . BB - Base de Bandrowski. DDM —
diaminodifenilmetano. DY3 - Disperso Amarelo 3. BBY - Marrom Bismarck Y. pTD - p-toluenodiamina.
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Tabela A3. Resumo dos principais achados nos artigos selecionados para a revisao - Estudos in vivo, in vitro e ensaio clinico ndo randomizado (continuacéao).

Autores / Ano
da publicacao / Obijetivo Populacéo Intervenc¢do / Tratamento Metodologia Resultado Conclusao
Pais do estudo
Para a analise de viabilidade celular, HaCaT A citotoxicidade
S (6x108%) foram tratadas com dilui¢des seriadas de O pré-tratamento com RSE pode .
Determinagéo - . Teste de TS - induzida pela PPD
. PPD. Para a medicdo de ROS, HaCaT foram pré- .” .. suprimir significativamente os efeitos NN
do efeito . viabilidade s - . estava associada a perda
Woo et al, citotéxico  da tratadas com RSE e, em seguida, coradas com celular citotoxicos induzidos pela PPD, do otencial da
202116 PPD e avaliacio HaCaT DCFH-DA (5 uM) em meio livre de soro. Apos determ}na %0 incluindo a diminuigdo da viabilidade membrallona mitocondrial
Correia do Sul do efgito isso, PPD (200 uM) foi adicionada. Para avaliacao de ROSG e celular, o acimulo na fase subG1 das e N subsequente
do efeito protetor de SER, HaCaT (4x10° células e a relocalizagdo da I g
protetor de RSE . S Western Blot s ativacdo da caspase e
células/poco) foi, pré-tratadas com RSE (0, 2,5, 5, fosfatidilserina dearadacio da PARP
10 pg/mL) e depois tratadas com PPD gradag
Desenvolviment Dados para LLNA - sensibilizador Eezgibiliiadourme refourtte?
sl Teste  de forte; EC3 (%) 0,16; limiar LLNA (%) o 28000 © 1€
¢ Para o0 ensaio de citotoxicidade, ap6s o cultivo os  Ativacdo h- 0,16; LogP: -0,39. Dados para h-CLAT . ¢ .

. um modelo de AREc32 P . . vt ] relativamente  baixas

Tsujita-Inoue et ANN " produtos quimicos de teste foram dissolvidos em CLAT, SH, - positivo; EC150 (ug/mL) 2,09; CV75 . - .
167 para (5x10 - o S . .~ parainduzir efeitos. Ela
al., 2014 i meio de cultura DMSO e 6 dilui¢bes bindrias ARE e o (ug/mL): 36,7. Teste SH - positivo; S
x prever os células por - . , - . . provoca a ativacdo das
Japéo L foram feitas. Em seguida, as células foram tratadas  coeficiente de RFI (%) 32,3; MAC: 67,7. Dados do ', .
limiares de pogo) - ~ L ) N i . células imunes em
RS com 20 pL de PPD em vérias concentragdes particdo ARE: positivo; Imax: 4,72; EC15 - ~
sensibilizacdo . . . . baixas concentragdes,
N octanol-agua  (ug/mL): <13,4; Cmax (pg/mL):
cutanea resultando em uma forte
26,875 L
reatividade celular
Dos 455 individuos testados (182
N homens e 273 mulheres), 16 (3,5%)
Investigacdo de h o d
dois  derivados . . Testes oram positivos no teste e contato —
. - 455 MAPPD e DAPPD foram dissolvidos em 1% em A para PPD. Ninguém reagiu a MAPPD A acetilagdo da PPD
Blomeke et al., acetilados da .~ . L epicutaneo e -

131 individuos petrolato, e testadas em individuos com problemas e (0 de 16) e apenas 1 pessoa apresentou  pode ser considerada
2008 PPD COMO  5ops de pel 5 2002. A lei P fei classificacéo x itiva 4 DAPPD anés 2 x d
Alemanha agentes capazes (273 e depele entre 2000 e 2002. As leituras foram feitas dos resultados M@ reacao positiva a D apos uma  reacdo e

182H) nosdias2,3e4 dias (1 de 455, 0,2%). Esse individuo  desintoxicagéo

de provocar
DAC

por ICDRG

era polissensibilizado (reagiu a 8
outros compostos ndo relacionados) e
teve uma reagdo ++ a PPD (1 de 16)

Legenda: HaCaT - Queratindcitos humanos. RSE - Rhus semilata M. DCF - 2',7'-dicloro-dihidrofluoresceina. ANN - rede neural artificial. AREc32 - linhagem de fibroblastos embrionarios de
camundongos. LLNA - Ensaio Local do Linfonodo. h-CLAT - Teste de Ativacdo de Linha Celular Humana. EC3 - Concentracdo Efetiva 3%. EC150 - Concentragdo Efetiva 150% - CV75 -
Concentraco Viavel 75% - RFI - Indice de Fluorescéncia Relativa - MAC - Concentracdo Méxima Aceitavel - ARE - Elemento de Resposta Antioxidante - Cmax - Concentragdo Maxima. DAC
— dermatite de contato aguda. MAPPD - N-Monoacetil-parafenilenodiamina. DAPPD - N,N'-Diacetil-parafenilenodiamina. ICRGD - International Contact Dermatitis Research Group.
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Tabela A3. Resumo dos principais achados nos artigos selecionados para a revisao - Estudos in vivo, in vitro e ensaio clinico ndo randomizado (continuacao).

Autores / Ano
da publicacéo / Obijetivo Populagéo Intervenc¢do / Tratamento Metodologia Resultado Conclusao
Pais do estudo
PPD (1 e 0,1%) foi dissolvida
no veiculo acetona/dleo de PPD (1%) causou aumento significativo no inchago das PPD tém efeitos
oliva (4:1) e aplicada no lado Medicdo da orelhas, indicando sensibilizagdo e inflamagdo local. imunoldgicos locais e
Camundondo dorsal de ambas as orelhas dos  espessura da Também levou ao aumentou de T CD8+ positivas para IL-  sistémicos.
Investidacsio BALB/C %40 animais. O tratamento ocorreu  orelha, 17A e IL-10 em ALN, PLN e baco, e elevou os niveis de Demonstrou um
Svalgaard et al.  de gegeitos animais 1 vez ao dia por 3 dias andlise MRNA de IL-17A no pancreas e figado. Os niveis de IL-10 potencial em modular
9138 T L S (periodo de inducdo) e, em intracelularde e IFN-y aumentaram significativamente, enquanto IL-1B respostas imunes
2014 imunolégicos  divididos em 5 - S L s g o
. A seguida, 2 vezes por semana citocinas, diminuiu. Os niveis de IL-4, 5 e 10 cairam com a PPD especificas, como a
Estados Unidos  sistémicos da grupos) com 6 q iodo d PCR - 1% IL-12 diminui PPD (1% ivacio de células T
PPD e DPCP  semanas  de ura_ntfa_8 semanas (perlo_o~e QPCR, ensaio  (0,1%), e IL- iminuiu no soro com a (_ 6). O ativacdo de células
idade sensibilizagdo). Para avaliagdo MSD-ELISA  tratamento aumentou os niveis de mRNA em tecidos da e B, a producdo de
no citbmetro de fluxo, as e andlise  orelha, pancreas e figado, com destaque para 0 aumento de citocinas e a
suspensdes de células Unicas estatistica Foxp3+ no pancreas e alteragdes nas células iNKT hepéticas  frequéncia de células
foram preparadas a partir positivas para IFN-y e IL-4 T reguladoras e iINKT
ALN, PLN, baco e figado
PPD causou uma reducdo dependente da dose na As conggntragoes de
S . - S PPD utilizadas foram
Sensibilizagd  concentracdo de espermatozoides nas caudas dos epididimos, .
A N . selecionadas por
Ratos da 0 cutdnea, com aumento significativo na porcentagem de morfologia .
. - imitarem a dosagem
linhagem . contagem anormal dos espermatozoides nos grupos tratados com 2 e 3 - .
Foram aplicados no lado - L real disponivel na
_— Sprague- total de mg/Kg/dia. Houve um aumento significativo na taxa de -
Avaliacdo da dorsal sem pelos, durante 90 - S e - - ... Maioria das
. - Dawley (40H, . 7, - espermatozoi  peroxidacdo lipidica no tecido testicular. O epitélio ~
Bharali et al., toxicidade dividi dias, agua destilada ou PPD (1, L . formulagdes de
25 . ivididos em 4 - des e seminifero dos ratos tratados com PPD (2 e 3 mg/Kg/dia) .. .
2012 reprodutiva de . 2 e 3 mg/Kg/dia). A cauda do . P L. . tintura capilar. O
indi grupos: N . - morfologia mostrou caracteristicas morfoldgicas apoptdticas e perda de
ndia PPD em ratos epididimo  foi  removida, e . S , , " estudo demonstrou a
controle e G1- espermatica. células germinativas. O nimero de células apoptdticas nos -
machos pesada e fragmentada em 2,0 - , L capacidade da PPD de
G3, com 10 = Analise da tubulos seminiferos aumentou de forma dependente da dose. .
S mL de solucéo PBS . ~.  Interromper 0
animais  em LPO No grupo tratado com 3 mg/Kg/dia, observou-se descamagao
T ) - b , S processo normal de
cada grupo) histologica e das células germinativas no limen dos tibulos seminiferos,

estatistica

edema nos tecidos intersticiais, deposicéo fibrinosa na regido
basal dos tibulos seminiferos e retencdo de espermatides

espermatogénese por
exposicao topica
repetida

Legenda: PPD — parafenilenodiamina. DPCP — difenilciclopropenona. ALN - linfonodos auriculares. PLN — linfonodos pancreéticos. RNA - Acido Ribonucleico . QPCR - Reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa . MSD-ELISA- Ensaio Imunoenzimatico por Ligacdo de Anticorpos. T CD8+ - células T CD8 positivas. IL — interleucinas. IFN-c - Interferon-gama. mMRNA - RNA
mensageiro. Foxp3+ - fator de transcrigdo P3. iINKT - Células T Natural Killer invariantes. G1-3 — grupos 1-3. PBS - Solugdo Salina Tamponada com Fosfato. LPO - peroxidagdo lipidica.
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Tabela A3. Resumo dos principais achados nos artigos selecionados para a revisao - Estudos in vivo, in vitro e ensaio clinico ndo randomizado (continuacéao).

Autores / Ano
da publicacéo / Obijetivo Populagéo Intervenc¢do / Tratamento Metodologia Resultado Concluséo
Pais do estudo
Para o teste de viabilidade PPD, exceto na concentracdo de 5 pM, reduziu
celular, os fibroblastos foram significativamente a viabilidade celular de forma
cultivados e tratados com PPD dose-dependente, com IC50 de 100 uM. PPD A exposicdo a PPD aumentou
(5-200 uM) por 24 horas. Para Anilise da aumentou significativamente os niveis de ROS a geragdo de ROS, PL, PMM
Ratos Wistar, avaliar os niveis de ROS, os viabilidade em fibroblastos nas concentracGes de 50, 100 e e a liberacdo de citocromo C,
Avaliacdo dos machos fibroblastos  (1x10°  células) celular 150 puM, em todos os tempos de exposicdo. sugerindo que a PPD pode
Sevdi et al efeitosde PPD  pesando entre foram tratados com PPD (50, rodu 1510 de Também causou diminui¢do significativa do induzir danos a membrana
20)1/8158 " nas células de 200 e 250 100 e 150 puM) por 6, 12 e 18 FF)zOS ¢ PMN PMM de forma dependente de dose e tempo. lisossomal. Os resultados
Iri fibroblastos gramas. horas. O colapso da membrana LPO‘ dano ac; PPD aumentou os niveis de MDA e a liberagdo indicam que a PPD possui
isoladas da Células de plasmatica (PMN) foi avaliado Iisoséomos e de citocromo C de maneira dependente da uma toxicidade seletiva nas
pele fibroblastosde com PPD (50, 100 e 150 uM) em liberacio de concentracdo e do tempo. A liberacdo de células de fibroblastos da
ratos fibroblastos  (1x10° células). citocrcg)mo c acridina laranja na fracdo citosélica, indicando pele, com as mitocondrias
Para medir o dano a membrana dano a membrana lisossomal, foi observada apds  sendo um dos principais alvos
lisossomal, os fibroblastos 6, 12 e 18 horas de incubacdo. Além disso, houve  dessa toxicidade
foram expostos a PPD (50, 100 e aumento significativo na liberacdo de LDH em
150 uM) por 6, 12 e 18 horas todas as concentragdes de PPD
O inchago da orelha foi evidente apds a
Avallggglo da Uma solugio aquosa de PPD foi Medicédo da exposicao final aPPD, indicando que houve Uma  \ 50 houve evidéncias de que
exposicao L espessura  da resposta imune. O aumento na espessura foi
PR preparada e diluida em acetona - - P esses produtos  pudessem
dérmica Camundongos (18.75%) e 6leo de oliva (25%) orelha, andlise observado entre os dias 7 e 10 até o dia 14. Os induzir qualquer tendéncia
Rothe et al, repetida de BALB/c A ’a Iiga % ocorreu por voiai de IgE sérico, da linfonodos de animais tratados com PPD (0,6%) ara qum(; resposta
2011136 PPD epTDna fémeas com t6 icg eg os animaisp foram populagdo  de apresentaram significativamente menos células qunolé ica dominante pTH2
Estados Unidos  inducéo de idadede6e8 tr;tados com PPD. pTD ou ALN, expressdo TCD3* e numeros significativamente maiores de em ur?wa linhagem  de
respostas semanas . » P - de mRNA e linfécitos B220*. Um aumento pequeno, mas 9
. . apenas o veiculo 1 vez ao dia, - Lol x camundongos que é propensa
imunes do tipo . analise significativo, na expressdo de mRNA de IFNy e
nos dias 0, 5, 10, 11 e 12 P - . a desenvolver respostas TH2
TH2 estatistica IL-4 foi observado nos linfonodos de

camundongos tratados com PPD

Legenda: PPD — parafenilenodiamina. ROS — espécies reativas de oxigénio. PNM - potencial de membrana mitocondrial. LPO — lipoperoxidagdo. MDA - contetdo de malonaldeido. LDH - lactato
desidrogenase. pTD - para-toluenodiamina. ALN - linfocitos dos linfonodos auriculares. TH2 - T-helper-2. IgE — imunoglobulina E. mMRNA — RNA mensageiro. TCD3+ - células T que expressam
a proteina CD3. B220+ - células B que expressam a proteina B220. IFNy — interferon gama. IL-4 — interleucina 4.
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Tabela A3. Resumo dos principais achados nos artigos selecionados para a revisao - Estudos in vivo, in vitro e ensaio clinico ndo randomizado (continuacéao).

Autores / Ano
da publicacéo / Obijetivo Populagéo Intervenc¢do / Tratamento Metodologia Resultado Concluséo
Pais do estudo
Viabilidade celular: HaCaT
(5x10* células/pogo) foi tratada
Investigacio com PPD (5, 15, 25, 35 e
da gag 40pg/mL). ROS: HaCaT (3x10%) ESR, viabilidade Mecanismo
- foi exposta ao meio sem soro celular, deteccdo ) . de proposto
EC;XICI!’%aI(Dje e contendo PPD com e sem H202.  de ROS e MDA, f‘es Ee%tsi?/ag’laenlz: Izer(; a(é? 513(? §e7HeO35’:r?; iﬁgﬁTilFoi?;; 51204 Su;r?dhc; pela
Zanoni et al., Ensaio cometa: HaCaT (2x10%) ensaio  cometa, P ' §a0 202p 6a0. LU formacdo de
2015169 seus HaCaT foi tratada com PPD (0, 5, 15, ensaio de pos- a PPD (1,0 ou 100 Mg/mL) ¢ combinada com HZO,Z’ a produgdo de radicais
Brasil subprodutos 30, 40 e 100 pg/mL) éon’1 Ou’ rotulacio de DNA ROS, ap6s 1h, foi aumentada e com elevados niveis de dano ao altamente
ap6s auto- ' K9 7 Gao ge ' DNA, apds 4 horas de exposicdo. Apds 24h de incubagdo, PPD (20 -
. sem H202. MDA: HaCaT determinacdo de . N reativos,
oxidagdo e P pg/mL) aumentou o nivel de oxidacdo do DNA em HaCaT
x (6x10%) foi tratada com PPD (20, 8-oxo0-dG e como 0
reacdo com 1 . -
Ho0» 80 e 100pg/mL) com ou sem analise estatistica radical HO
H20s2. 8-0x0-dG: HaCaT
(15x108) foi tratada com PPD
(20, 80 e 100ug/mL)
PPD reduziu a viabilidade celular em todas as concentracdes
testadas. PPD (0,8 e 1,6mM), nos periodos de 4 e 6h, aumentou a
Linfécitos Teste de formacdo de A formagdo de ROS, sendo prevenida pela BHT. PPD  Existe uma
humanos viabilidade (0,8 e 1,6mM) apds 6 horas, aumentou 0os TBARS, sendo prevenida  associa¢do
' - celular, medicdo pela BHT. Ap6s 2h de exposicdo de PPD (1,6mM), o potencial da  entre a
doados por Para o teste de viabilidade : - . . . : .
L L de ROS, LPO, e membrana mitocondrial foi reduzido. Que continuou ao longo de 4  carcinogeni
Avaliagdo 20 pessoas celular, os linfécitos foram Ca*? . ~ - . - -
L a*2, potencial de e 6h em todas as concentragfes, sendo prevenida pela ciclosporina cidade da
- do saudaveis, tratados com PPD (0,25-1 mM). .
Salami et al,, . fai e membrana A.PPD (0,8 e 1,6 mM) causou 0 vazamento da membrana lisossomal PPD e seus
2023170 mecanismo  na aixa Para a determinagdo de mitocondrial em 4 e 6h ap6s o trat t d ida pela cl ina. Tod feit
- A , pos o tratamento, sendo prevenida pela cloroquina. Todas  efeitos
~ da etariade 18-  parametros celulares, 0s - L.
Ird - PP - GSH e GSSG, as concentragdes de PPD causaram um colapso no GSH em 6h. Os  toxicos em
toxicidade 30 anos. linfocitos foram incubados com o L ~ .
P atividade de niveis de GSSG foram aumentados em todas as concentracBes e  diferentes
da PPD Linfécitos Y, 1C50 e o dobro (0,4,0,8e 1,6 . los d BHT inibi | 0 :
(1-1,5x10°  mM) por 2, 4 e 6 horas caspase-3, i intervalos de tempo. O inibiu o colapso no GSH e os aumentos  compartime
. ! determinacdo de no GSSG produzidos pela PPD. PPD (0,8 mM) aumentou a ntos do
células por S x L . -
0c0) citocinas e produgao de todas as citocinas 24h apds o tratamento. O aumento na sistema
P apoptose celular geracdo de IFN-y ocorreu com 0,4 mM de PPD em 24h. IC50 causou  imunoldgico

aproximadamente 27% de apoptose e 10% de necrose em linfocitos
humanos isolados

Legenda: HaCaT- queratindcitos humanos imortalizados. H202 - peroxido de hidrogénio. ROS — espécies reativas de oxigénio. ESR - Ressonancia de Spin Eletronico. MDA — malonadialdeido.
8-0x0-dG - 8-Oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina. EC50 - concentragdo citotoxica efetiva mediana. ACMS - mecanismos de citotoxicidade acelerada. LPO - peroxidagdo lipidica. BHT -
hidroxitolueno butilado. TBARS - Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico. GSH — glutationa. GSSG — glutationa oxidada.
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Tabela A3. Resumo dos principais achados nos artigos selecionados para a revisao - Estudos in vivo, in vitro e ensaio clinico ndo randomizado (continuacéao).

Autores / Ano
da publicacao / Objetivo Populagéo Intervencdo / Tratamento Metodologia Resultado Conclusao
Pais do estudo
Grupo controle recebeu o veiculo e 4 grupos que Ensaio de
receberam PPD (10, 20, 40 e 60 mg/Kg) em dose viabilidade PPD (10 e 20 mg/Kg), apés 10h, Os resultados do
Unica, diIuiQa em DMSO (300 uL) Os~animais celular gerou uma gtividade deprimida de estudo revelam que
minitos, 12,4 ¢ 6 apés  dmiisragao. Tocos  VI2DIIGRde (00t @0 ¢ 60 myikg) metabolimo. - a
- C2C12 e ratos A . : reativa, ligacéo ' . : .
Avaliacdo da Wistar  fémeas. ©S animais foram anestesiados, e amostras de de  anexina-V- aumentou AST e ALT, além de glicose, consistente
de Mas et al., toxicidade da . " sangue foram coletadas da cauda e do seio orbital - aumento de LDH e CK ap6s 24 h. com a diminuigdo na
174 com peso variando - . . ~. FITC. Anélise ; - - P
2017 PPD  como d + 900 retroocular. Ovérios, rins, figado, bago, coracéo do ciclo celul PPD induziu a parada do ciclo celular  viabilidade  celular
Espanha indutor de de 160 g £ 20% e e pulmbes foram pesados e avaliados do ciclo celufar, na fase S e apoptose (40%) ap6s 24 h  observada em células
rabdomidlise idade de 8 microscopicamente.  Viabilidade celular e |sol_amento € de tratamento. PPD inibe aglicdlise, C2C12 tratadas com
semanas ligacio de anexina-V-FITC: C2C12 (35x10¢ U€rvacao de " o0 oxidativa da pentose PPD,  além  da
: . : ' metabdlitos e 9 D o
células/poco) foi e tratada com PPD (1 a 100 andlise de dados fosfato, a renovacéo de glicogénio e  mioglobindria e
pg/mL). Medi¢do de FACS: C2Cl12 (4x10° a reacdo da ATPase, levando a uma  outros efeitos

Obtencdo de

16 pacientes com
histérico de
sensibilidade de
contato a PPD,

células/poco) tratadas com ou sem PPD (IC50 e
IC80) por 24h

PBMC (2x10° células em 200 puL por poco) dos
pacientes foram tratadas com PPD, BB e BQ

e métodos
estatisticos

reducéo na sintese de ATP

PPD néo induziu uma proliferacéo
significativa de células T em 9
pacientes. células T especificas para
PPD  mostrou uma  resposta

observados em ratos

PPD néo é o hapteno

uma melbor com testes de dissolvido em DMSO (0,4%). As concentragdes Ensaios - proliferativa modesta (1ug/mL). A imunogenico
compreenséo - . linfoproliferativ . - x . responsavel pela
contato positivos  variaram de 0,25 a 10 pg/mL e as culturas foram -~ Mmaior taxa de proliferacdo foi | . .
dos . . . . S 0 com avaliacdo . . hipersensibilidade,
. dos dltimos 15 mantidas por 3 dias, com 1 pCi de [3H]-timidina . observada com BB, sugerindo que é .
Krasteva et al., mecanismos P - . da por meio da . P mas sim o BB. A PPD
75 .~ anos. O grupo nas ultimas 16h. Para gerar linhas de células T T mais especifica para BB do que para .
1993 de ativagdo . o - A adicao de [3H]- . . atua como  pro-
. controle foi especificas, PBMC de um paciente alérgico . % . PPD. A linhagem de células T
Franca das células T : timidina e - x hapteno, sendo
composto por 4 foram cultivadas com PPD (1 pg/mL), BB ou especificas para BB ndo respondeu a .
na . . . - contagem  de . metabolizada na pele
S pacientes com BQ. Ap6s 7 dias, foram cultivadas com IL-2 (20 . .Y PPD, mas proliferou fortemente ao
sensibilizacdo o . - . cintilagdo - . em produtos como o
sensibilidade  a U/mL) por mais 7 dias, sendo reestimuladas com [, . BB, indicando que as células T x
de contato a : liquida e . ~ BB, que sdo
PPD outros os antigenos (1-5 pg/mL), na presenga de PBMC especificas para PPD também sdo iMUNoaENicos
sensibilizadores e aut6logas irradiadas reativas ao BB. As PBMC de 8 g
4 voluntarios individuos nao alérgicos a PPD néo
saudaveis responderam a PPD, BB ou BQ

Legenda: PPD — parafenilenodiamina. C2C12 — linhagem celular de Células Mioblastos de Camundongo C2C12. DMSO - dimetilsufoxido. FACS — citometria de fluxo. AST- aspartato
aminotransferase. ALT - alanina aminotransferase. LDH - lactato desidrogenase. CK- creatina quinase. anexina-V-FITC - anexina-V-isotiocianato de fluoresceina. PBMC - células mononucleares
do sangue periférico. BB - base de Bandrowski. BQ — benzoquinona.
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Tabela A3. Resumo dos principais achados nos artigos selecionados para a revisao - Estudos in vivo, in vitro e ensaio clinico ndo randomizado (continuacéao).

Autores / Ano

da publicacéo / Objetivo Populagéo Intervencdo / Tratamento Metodologia Resultado Conclusao

Pais do estudo

Cada tintura (A e B) tiveram 4 Reacbes positivas no teste - .
7 - - Necessario realizar
grupos de 15 participantes. Os . . o de alergia em 30 minutos, S
- .-~ Tintura A tinha concentracéo final de PPD - a avaliagido da
Avaliacdo das grupos formados pela classificacdo X . 1 e 24h em pacientes A
o A de 0,5% e em B ndo era conhecida a . concentragdo  de

Jowsey et al caracteristicas de alerg_lca aPPD. Qrupo 1(+) oM concentragdo, (sugerida ser maior que A TESt? de prev_lamente PPD nos produtos

2006128 " da resposta de e 6H), idade 28 < idade < 53. No elo resultadclJ da avaliagio). As amostras reagéo sensibilizados a PPD de tintura capilar

Inalaterra elicitacdo  em grupo 2 (++) (11M e 4H), 23 <idade ?oram entio anlicadas r(io Bra o de cada alérgica  de (+++). ReacOes positivas oraue 000”2 6’1

9 voluntarios <55. No grupo 3 (+++) (9M e 6H), L plic orag elicitacdo no teste de alergia apds porque
o A - h . voluntario em Cémaras Finnl separadas ; influéncia na
alérgicosa PPD  idade variando de 29 < idade < 53. . 24h em pacientes -
por 30 minutos, 1 e 24 horas . gravidade das
No grupo 4 (controle) (12M e 3H), previamente reactes aléraicas
21 <idade <60 sensibilizados a PPD (++) ¢ 9
Foram utilizados PPD (1%, 0,5% e 0,1%
Examinar se a em petrolato), tintura capilar teste O tratamento da
aplicacio prévia contendo PPD a 1% e base de tintura Aplicacdo pele adjacente a
ch)) ar?tiox? dante capilar sem PPD. Foram aplicados cutanea dos area capilar com
Basketter et al. vitamina C na simultaneamente em locais adjacentes na  produtos, antioxidante
130 N . 28 voluntérios com histérico prévio, pele das costas. Um conjunto foi aplicado avaliagdo de T (vitamina C)

2016 pele seria capaz lerai , . . Elicitacdo da DAC .

Tailandia de reduzir as comprovado, de alergia a PPD em uma area pre:tratada por _10 minutos rESPOStaS poder!a_ ser uma
respostas com a formulacdo de vitamina C, e 0 cutdneas e estratégia para
aléf icas segundo conjunto foi aplicado em uma anélise reduzir o impacto
cuté%]easaPPD &rea sem o antioxidante. ApGs 48 e 96 estatistica DAC causada pela

horas depois, as areas foram avaliadas de tintura capilar
acordo com as recomendagdes do ICDRG
138 pacientes. 1° teste as dilui¢des BQ nédo é o Unico
seriadas de BQ foram usados 22 R . intermediario  na
. L R Para as diluicGes seriadas de BQ os S s
pacientes sensibilizados a PPD - - ~ . sensibilizacdo
. participantes foram submetidos ao teste de Reacdes positivas em teste
N (13M e 9H), 19 <idade < 72. Para o L Teste de ST cruzada de
Investigacdo da - contato com BQ diluido em petrolato de contato e elicitacdo da
. Lt controle, foram usados 22 pacientes contato com e ~ - haptenos, sendo
Lis et al., sensibilidade a . branco (1%, 0,5%, 0,2%, 0,1%) e S DAC. As reaces positivas . X
129 sem alergia a compostos (12M e . o avaliagdo de ; influenciado  por
1998 BQ e a . o derivados de benzeno. No 2° teste de por derivados de benzeno
. - 8H), 18 < idade < 77. 2° teste de - . acordo com 0s outros produtos de

Itélia derivados  de P d . contato utilizados os derivados de benzeno s d foram  presentes em idaca |

benzeno contato, foram Usados 116 pacientes 1,4-substituidos e a base de PPD (1% pet.) criterios © 561%, sendo a ppp OoXldacao € pela
(87M e 29H), 14 < idade < 80, com 7 ICDRG e estrutura  quimica

DAC e histérico positivo de
sensibilidade a pelo menos 1
compostos “para”

As substancias foram aplicadas nas costas
na parte superior e removidas apos 2 dias

responsavel por 89 casos

dos substituintes na
posi¢do 4 do anel de
benzeno

Legenda: PPD — parafenilenodiamina.

ICRGD - International Contact Dermatitis Research Group. DAC — dermatite aguda de contato. BQ — benzoquinona. DAC - dermatite aguda de contato.

185



Tabela A3. Resumo dos principais achados nos artigos selecionados para a revisao - Estudos in vivo, in vitro e ensaio clinico ndo randomizado (continuacéao).

Autores / Ano Intervencio /
da publicacéo / Objetivo Populacéo T ¢ Metodologia Resultado Concluséo
: ratamento
Pais do estudo
Investigacso ggiig\l’ggﬁ; dos A exposicao a PPD néo alterou o peso das animais nem o PPD pode afetar
sobre gcgmo a OVArioS %natura 06 tamanho dos ovérios. No entanto, reduziu o nimero de diversos aspectos
PPD  afeta a  Camundondos fertiIiza’ %0 in (i/itro foliculos antrais e aumentou os foliculos atrésicos. PPD (50 dos odcitos,
ualidade dos fémeas gda Administragdo oral de de oéci%os ensaios mg/Kg) gerou a redugdo significativa do GVBD e auséncia  incluindo 0
Wana et al gécitos com linhagem ICR. PPD (0 25% 50 mg/Kg) de ' de corpos polares nos o6citos apos 12h. A formacéo do fuso  citoesqueleto e a
9181 o " g : ' . AN A e a agregacdo cromossdmica foram afetadas, com fusos dindmica cortical,
2022 foco particular 3 semanas de durante 10 dias. A PPD imunofluorescéncia, d i .y - h q 1é de induzi
China na funcdo idade foi  dissolvida em analise de estrul s, & 0s .ocicnos tiveram menor chance ce alem de - Inauzir
mitocondrial e Oécitbs de DMSO intensidade de fertilizacdo. A exposicéo alterou a distribuicdo dos GCse da  estresse oxidativo,
em outros  camundondos fluorescéncia ovastacina, além de modificar a distribuicdo da proteina apoptose, disfuncdo
marcadores g imunoblottin’ JUNO. As mitocondrias ficaram agrupadas, com mitocondrial e
celulares deteccio de gF’QOS e distribuicdo anormal e niveis reduzidos de ATP. Ocorreu 0  diminuigéo dos
leCtao d estresse oxidativo e a apoptose nos o0citos niveis de ATP
mitocdndrias
PPD causou um aumento nos niveis de AST, ALT e
PPD foi administrada in bilirrubina de forma dose-dependente, enquanto o VCO
Vivo por 1 nica dose reduziu as enzimas hepaticas. PPD também elevou os niveis
. po séricos de CK e ureia em doses de 40 e 60 mg/Kg, mas o
intraperitoneal, nas s . . VCO mostrou-se
~ VCO, administrado em 5 ou 10 mL/Kg, conseguiu reduzir
concentragdes de 40 e 60 A . um tratamento
- esses parametros de forma dose-dependente. A atividade de .
mg/Kg, para andlise de x . ~ . eficaz para atenuar
L . . 2 CK e a concentracdo de CK-MB aumentaram apés lesdo
Avaliacdo dos Ratos albinos intoxica¢do. Nos grupos miocardica. atingindo bico MAximo entre 12 e 24 horas e °° danos causados
Arafa et al., efeitos toxicos Wistar, (42F, tratados com VCO e retornando’ 20 gnormgl an6s 48 a 72h. A andlise pela PPD,
202041 da PPD e o divididasem7 PPD, asdoses utilizadas Anélise bioquimica histopatoléaica mostrou uFe): 2 PPD causou. danos dose- promovendo a
Emirados potencial grupos de 6), foram: PPD 40 mg/Kg e histopatologia de erﬁ)denteg na tra ueiaq e lesdes araves nas células melhoria dos
Arabes Unidos protetor de peso variando com VCO 5 mL/Kg; al\feolares rins e heqatécitos Ratos t?ata dos apenas com parametros
Cocos nucifera  de 180e230g PPD 40 mg/Kg com ! P ‘ P bioquimicos e

VCO 10 mL/Kg; PPD
60 mg/Kg com VCO 5
mL/Kg; e PPD 60
mg/Kg com VCO 10
mL/Kg

PPD apresentaram danos celulares extensos, enquanto 0s
grupos tratados com VCO (5 e 10 mL/Kg) exibiram células
menos danificadas e morfologia normal. A PPD também
aumentou o tamanho dos pulmdes e do figado de forma
dose-dependente, além de elevar a taxa de mortalidade. O
VCO mostrou-se eficaz em atenuar os danos histolégicos e
bioquimicos causados pela PPD.

aumentando a taxa
de  sobrevivéncia
dos animais

Legenda: PPD - Parafenilenodiamina. DMSO — Dimetilsulfoxido. ROS — espécies reativas de oxigénio. GVBD - degradagéo da vesicula germinativa. GCs - granulos corticais. VCO - Oleo de
Coco Virgem. FTIR - Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier. UV- ultravioleta. AST - aspartato aminotransferase. ALT — alanina aminotransferase. CK — creatinina. CK-

MB - creatinofosfoquinase Fragdo MB.
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Tabela A3. Resumo dos principais achados nos artigos selecionados para a revisao - Estudos in vivo, in vitro e ensaio clinico ndo randomizado (continuacéao).

Autores / Ano
da publicacéo / Obijetivo Populagéo Intervencdo / Tratamento Metodologia Resultado Conclusao
Pais do estudo
Tinturas de cabelo contendo HDFs, o tratamento com 1000 pg/mL de tintura capilar reduziu
35% de PPD (1000 mL a viabilidade celular em 0,29 vezes, enquanto em HaCaT, a
Investigacao e, uiS/aIente 235 ua/mL dngPD)’ Teste de citotoxicidade foi induzida com 500 pg/mL. E.cava conseguiu
dos efeitos do fgram & ui 2i das com  viabilidade recuperar a viabilidade celular em ambos os casos, aumentando E.cava pode ser
extrato de diferentes cc?ncentra Ses de celular para 0,78 e 0,82 vezes, respectivamente. Em zebrafish, a tintura uéa do P como
Ecklonia cava Ecava (5, 7, 9 110/;;) Paraa  avalia 1510 da Semo extrato reduziu a sobrevida em 30% no 1° dpf e em aditivo a tinturas
na . S : ¢ aproximadamente 50% no 7°. A mortalidade com 500pug/mL foi
Oh et al, citotoxicidade Zebrafish, viabilidade celular, HaCaT e mortalidade de 100% para concentracdes de 0 e 5% de extrato e de 80% com de cabelo
20187 e no estresse HDFs e HDPs  (1x10°  células/pogo) ~ embrionaria, 7% de eftrato A tinturga aumentou a frequéncia cardiaca dos contendo ~ PPD
Correia do Sul oxidativo HaCaT foram expostas a tintura de frequéncia embrides efeitb nio mitigado belo extratociAex osicio atintura P2 reduzir a
. . cabelo (250, 500 e 1.000ug/mL) cardiaca, ) - gadop : posicaoat citotoxicidade e o
induzidos por ¢ E.cava (5 e 7%). Paraavaliar 0 edema do saco também induziu anormalidades no edema do saco vitelinico. A estresse oxidativo
tinturas de estrlesse oxidati\./o zebrafish  vitelino e nivel concentracao de 250ug/mL sem 0 extrato, no 3° dpf, aumentou induzidos por elas
cabelo foram _ expostos a’ tintura de  de ROS e NO significativamente a fluorescéncia de DCF, indicando geragdo P
contendo PPD cabelo (220 e 500 pg/mL) e de ROS e estresse oxidativo. Além disso, a tintura aumentou 0s
E.cava (5 e 7%) Hg niveis de NO, conforme determinado pelo aumento da
' 0 fluorescéncia DAF-FM
A decomposicdo da PPD no meio é dose dependente. A
Avaliacio dos Ensaio avaliacdo na quantificacacdo de acidos graxos, evidenciou que a
anag L PPD (0-5 e 5 pg/mL) néo tem efeitos téxicos. PPD (10 ug/mL
efeitos da PPD antioxidante PRI L L
- x - - por 24h) causou uma leve diminui¢do da viabilidade celular. Estresse oxidativo
sobre 0 Na andlise do padrdo de &cidos da glutationa . e -

i . PPD reduziu a porcentagem de &cidos graxos poli-insaturados causado pela PPD
estresse HaCaT graxos, foram utilizadas  reduzida e 551 56 12h. Anos 24 h PPD (2 na/mL) | | dicai
oxidativo a-a concentragdes de 0-5 e 5 pg/mL  oxidada apos -, 2 € 12N. AP0S oras, (2 pg/mL) evou aum leve —gera radicals

. . ! (2x10° - o aumento, enquanto PPD (5 pg/mL) reduziu os niveis, livres, reduzindo
Picardo et al., analisando a de PPD, e no efeito sobre a avaliagdo de . - - S L s o
1995117 LPO da células/ _ atividade antioxidante. foram SOD. CAT e evidenciando dano I|p_operOX|dat|vo. Na atividade anUo_x@qnte, antioxidantes e
Italia membrana e poco) obtido usadas concentracaes dé 0-5 e 2 GSH’ a PPD apresentou efeitos dose dependentes em queratindcitos, promovendo
os niveis do prepucio /mL. Em amb%s 05 Casos. a Quar{tifica %o especialmente nas atividades intracelulares de SOD, CAT e lipoperoxidagdo,
intracelulares neonatal SED fbi dissolvida em PBé e de éc?dos GSH. PPD (0,5 e 2 ug/mL) aumentaram as atividades de SOD e  sobrecarregando
de adicionada ao meio de cultura raxos de CAT ap6s 1h de tratamento, sendo reduzido ap6s 3 e 12 horas.  sistema
L 9 Apos esse periodo, observou-se uma reducdo significativa de  imunoldgico
antioxidantes membrana : x
em HaCaT celular GSH. Por fim, PPD (5-10 pg/mL) resultou em uma reducdo da

atividade antioxidante, tanto enzimatica quanto ndo enzimatica,
nos periodosde 1,3,12e 24 h

Legenda: PPD — Parafenilenodiamina. HaCaT - queratindcitos humanos de linhagem imortalizadas. HDFs- fibroblastos dérmicos humanos. DMEM - Meio Essencial de Eagle Modificado de
Dulbecco. MTT - brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio. Dpf - dias pds-fertilizagdo. DCF - 2',7'-dicloro-dihidrofluoresceina. ROS — espécies reativas de oxigénio. NO - 6xido
nitrico . DAF-FM- 4,5-diaminofluoresceina diacetato. LPO - peroxidagéo lipidica. SOD - superéxido dismutase. CAT - catalase. GSH — glutationa.
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Anexo 4. Ferramenta para analise de risco de viées ROBINS-I — perguntas de cada dominio.

Tabela A4. Perguntas do risco de viés ROBINS-I (continua)!?®.

Dominio 1
Viés de
Confundimento

1.1. Existe potencial para confusdo do efeito da intervengdo neste estudo?
1.2. A andlise foi baseada na divisdo do tempo de acompanhamento dos
participantes de acordo com a intervencdo recebida?
1.3. As descontinua¢cBes ou mudancas de intervengdo provavelmente estdo
relacionadas a fatores que sdo progndsticos para o desfecho?
1.4. Os autores usaram um método de analise apropriado que controlou por todos
0S dominios importantes de confusdo?
1.5. Se sim/provavelmente sim para 1.4: Os dominios de confusdo controlados
foram medidos de forma valida e confidvel pelas variaveis disponiveis neste
estudo?

1.6. Os autores controlaram para alguma variavel pés-intervencéo que pudesse ter
sido afetada pela intervencéo?
1.7. Os autores usaram um método de anélise apropriado que ajustou todos os
dominios importantes de confusdo e para confusdo que varia ao longo do tempo?
1.8. Se sim/provavelmente sim para 1.7: Os dominios de confusdo ajustados foram

medidos de forma valida e confidvel pelas variaveis disponiveis neste estudo?

Dominio 2
Viés na selecdo
de participantes

no estudo

2.1. A selecdo de participantes no estudo (ou na andlise) foi baseada em
caracteristicas dos participantes observadas ap6s o inicio da intervencdo? Se
ndo/provavelmente ndo para 2.1 va para 2.4,
2.2. Se sim/provavelmente sim para 2.1: As varidveis pds-intervencdo que
influenciaram a selecdo provavelmente estavam associadas a intervencao?
2.3. Se sim/provavelmente sim para 2.2: As variaveis pos-intervencdo que
influenciaram a sele¢do provavelmente foram influenciadas pelo desfecho ou por
uma causa do desfecho?
2.4. O inicio do acompanhamento e o inicio da intervencdo coincidem para a
maioria dos participantes?
2.5. Se sim/provavelmente sim para 2.2 e 2.3, ou ndo/provavelmente ndo para 2.4:
Foram utilizadas técnicas de ajuste que provavelmente corrigem a presenca de

vieses de selecdo?

Dominio 3
Viés na
classificacao das

intervencdes

3.1. Os grupos de intervengéo foram claramente definidos?

3.2. As informagdes utilizadas para definir os grupos de intervencdo foram
registradas no inicio da intervengao?

3.3. A classificagdo do status da intervencdo poderia ter sido afetada pelo

conhecimento do desfecho ou pelo risco do desfecho?
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Tabela A4.Perguntas do risco de viés ROBINS-I (continuagdo)!?®,

4.1. Houve desvios da intervencdo planejada além do que seria esperado na préatica

usual?
Dominio 4 4.2. Se sim/provavelmente sim para 4.1: Esses desvios da intervencdo planejada
ominio
- ] foram desequilibrados entre os grupos e provavelmente afetaram o desfecho?
Viés devido a . . . .
] 4.3. IntervencBes concomitantes importantes foram equilibradas entre os grupos de
desvios das i 3
i 5 intervencao?
intervencdes . L o .
] 4.4. Aintervencdo foi implementada com sucesso para a maioria dos participantes?
planejadas . : . . e
4.5. Os participantes do estudo aderiram ao regime de intervencdo atribuido?
4.6. Se ndo/provavelmente ndo para 4.3, 4.4 ou 4.5: Foi utilizada uma analise
apropriada para estimar o efeito de iniciar e aderir a intervencdo?
5.1. Os dados de desfecho estavam disponiveis para todos, ou quase todos, 0s
participantes?
5.2. Participantes foram excluidos devido a dados ausentes sobre o status da
intervengdo?
Dominio 5 5.3. Participantes foram excluidos devido a dados ausentes em outras varidveis
Viés devido a necessarias para a analise?

dados ausentes

5.4. Se provavelmente ndo/ndo para 5.1, ou sim/provavelmente sim para 5.2 ou 5.3:
As proporgfes de participantes e 0s motivos para 0os dados ausentes sdo
semelhantes entre as intervengdes?
5.5. Se provavelmente ndo/nédo para 5.1, ou sim/provavelmente sim para 5.2 ou 5.3:

H& evidéncias de que os resultados foram robustos a presenca de dados ausentes?

Dominio 6
Viés da

mensuracgéo dos

6.1. A medida do desfecho poderia ter sido influenciada pelo conhecimento da
intervencdo recebida?

6.2. Os avaliadores dos desfechos estavam cientes da intervencéo recebida pelos
participantes do estudo?

6.3. Os métodos de avaliagdo dos desfechos foram comparaveis entre 0s grupos de

desfechos intervengdo?
6.4. Houve erros sisteméaticos na mensuracdo do desfecho relacionados a
intervencdo recebida?

Dominio 7

Viés na selecdo
do resultado

reportado

7.1. ... maltiplas medicOes de desfechos dentro do dominio do desfecho?
7.2. ... multiplas analises da relagdo intervencdo-desfecho?

7.3. ... diferentes subgrupos?
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Anexo 5. Ferramenta para analise de risco de viés SYRCLE’S TOOL - perguntas de cada
dominio.

Tabela A5. Perguntas do risco de viés SYRCLE’S TOOL (continua)*?®,

QS1. A sequéncia de alocacdo foi gerada e aplicada adequadamente?
A. Os investigadores descreveram um componente aleatorio no processo de geracéo de

sequéncia?

QS2. Os grupos eram semelhantes na linha de base ou foram ajustados para fatores de
confusdo na analise?

A. A distribuigdo das caracteristicas relevantes da linha de base foi balanceada para os
Viés de grupos de intervencéo e controle?

selecéo B. Se relevante, os pesquisadores ajustaram adequadamente para distribuicdo desigual
de algumas caracteristicas relevantes da linha de base na analise?

C. O momento da inducdo da doenca foi adequado?

QS3. A alocagdo para os diferentes grupos foi adequadamente ocultada durante?
A. O investigador que alocou os animais para grupo de intervencdo ou controle ndo
poderia prever a atribuicdo devido a um dos seguintes métodos ou métodos

equivalentes?

QS4. Os animais foram alojados aleatoriamente durante o experimento?
A. Os autores colocaram aleatoriamente as gaiolas ou o0s animais dentro da

. sala/instalacéo dos animais?
Viés de

desempenho

QS5. Os cuidadores e/ou investigadores foram cegados do conhecimento de qual
intervencédo cada animal recebeu durante o experimento?
A. O cegamento dos cuidadores e investigadores foi garantido, e era improvavel que o

cegamento deles pudesse ter sido quebrado?

QS6. Os animais foram selecionados aleatoriamente para avaliacdo de resultados?
A. Os pesquisadores escolheram aleatoriamente um animal durante avaliagdo de

g resultados ou usaram um componente aleatorio na geracdo de sequéncia para avaliagéo
Viés de

deteccdo

de resultados?

QS7. O avaliador de resultados foi cegado?
A. O cegamento do avaliador de resultados foi garantido, e era improvavel que o
cegamento pudesse ter sido quebrado?

QS8. Os dados de resultados incompletos foram abordados adequadamente?

A. Todos os animais foram incluidos na analise?

B. Os motivos para dados de resultados ausentes provavelmente ndo estavam
Atrito relacionados ao resultado verdadeiro? (por exemplo, falha técnica)

C. Os dados de resultados ausentes sdo equilibrados em nimeros entre os grupos de

intervencdo, com motivos semelhantes para dados ausentes entre 0s grupos?

D. Os dados de resultados ausentes s&o imputados usando métodos apropriados?

Legenda: QS — Questéo de sinalizagéo.
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Tabela A5. Perguntas do risco de viés SYRCLE’S TOOL (continua¢io)'?®,

Relato

QS9. Os relatérios do estudo estdo livres de relatérios de resultados seletivos?

A. O protocolo do estudo estava disponivel e todos os resultados primarios e secundarios
pré-especificados do estudo foram relatados no manuscrito atual?

B. O protocolo do estudo ndo estava disponivel, mas estava claro que o relatorio
publicado incluia todos os resultados esperados (ou seja, métodos de comparagao e se¢ao
de resultados)?

Outros

QS10. O estudo estava aparentemente livre de outros problemas que poderiam resultar
em alto risco de viés?

A. O estudo estava livre de contaminacéo (agrupamento de medicamentos)?

B. O estudo estava livre de influéncia inapropriada de financiadores?

C. O estudo estava livre de erros de unidade de analise?

D. Os riscos de viés especificos do projeto estavam ausentes?

E. Novos animais foram adicionados aos grupos controle e experimental para substituir
os desistentes da populacédo original?

Legenda: QS — Questdo de sinalizagéo.
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Anexo 6. Ferramenta para analise de risco de viés QUIN’S TOOL - perguntas de cada

dominio.

Tabela A6. Perguntas do risco de viés QUIN’S TOOL'?",

Dominio 1

Objetivos claramente declarados

O estudo deve declarar claramente os objetivos, que devem ser

seguidos ao longo do estudo.

Dominio 2
Explicacéo detalhada do calculo

do tamanho da amostra

Os detalhes sobre 0 método pelo qual o tamanho da amostra foi
calculado devem ser claramente declarados. Detalhes sobre o
programa de software, formula e parametros usados para o

céalculo do tamanho da amostra também devem ser especificado

Dominio 3
Explicagédo detalhada da técnica

de amostragem

Detalhes sobre a populacdo predefinida da qual a amostra foi
selecionada. A técnica de amostragem e os critérios de incluséo

e exclusdo devem ser claramente declarados.

Dominio 4

Detalhes do grupo de comparagédo

Os detalhes do grupo de comparacéo (controle positivo, controle
negativo ou padrdo) devem ser claramente especificados.

Dominio 5
Explicacéo detalhada da

metodologia

Clareza do procedimento, método de padronizacao e detalhes de
quaisquer normas universais usadas (se aplicavel) devem ser

claramente declarados.

Dominio 6

Detalhes do operador

O numero de operadores e detalhes sobre o treinamento e a
calibracdo dos operadores (confiabilidade inter e intra-operador)

devem ser claramente especificados.

Dominio 7

Randomizacéao

Detalhes sobre a geracdo da sequéncia e ocultacdo da alocagdo

devem ser claramente declarados.

Dominio 8

Método de medicéo dos desfechos

A clareza do procedimento e a justificativa para a escolha do
método devem ser declaradas. O método de padronizacéo,
juntamente com detalhes de quaisquer normas universais usadas

(se aplicavel), também deve ser claramente especificado.

Dominio 9

Detalhes do avaliador de

O numero de avaliadores de desfechos e os detalhes sobre o

treinamento e a calibragdo dos avaliadores (confiabilidade inter e

desfechos intra-avaliador) devem ser claramente especificados.
Dominio 10 Os detalhes sobre o cegamento dos operadores, avaliadores de
Cegamento desfechos e estatisticos devem ser claramente especificados.
Dominio 11 Os detalhes sobre o programa de software usado e a anélise

Anélise estatistica

estatistica devem ser claramente especificados.

Dominio 12

Apresentacéo dos resultados

O desfecho deve ser baseado nos objetivos predefinidos. Todos
o0s dados devem ser adequadamente tabulados, com os dados de

linha de base claramente especificados (se aplicavel).
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